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Conie 
Resumen 
El objetivo general del presente Trabajo de Tesis fue la preparación y 
caracterización de superficies sólidas modificadas con nanopartículas de plata con 
potenciales aplicaciones en Biomedicina. Para esto se optimizó el método de síntesis de 
nanopartículas de plata (NPs Ag) recubiertas con citrato, obteniendo NPs Ag 
monodispersas de 6 ± 2 nm de diámetro recubiertas con citrato y estables en medios 
acuosos. Asimismo, se estudió la inmovilización de estas NPs Ag sobre superficies de 
Ti/TiO2, encontrándose que las mismas se adsorben espontáneamente sobre dichas 
superficies como resultado de la inmersión del sustrato en la dispersión acuosa de NPs. Se 
analizó el efecto antimicrobiano de estas NPs Ag sobre bacterias Gram (-) (Pseudomonas 
aeruginosa) y bacterias Gram (+) (Staphylococcus aureus), tanto en dispersión como 
inmovilizadas sobre los sustratos antes mencionados. Asimismo, se estudió la 
citotoxicidad de las NPs Ag sobre células osteoblásticas. La caracterización de los sistemas 
se realizó por diferentes técnicas fisicoquímicas: microscopía de fuerzas atómicas (AFM), 
microscopía electrónica de transmisión (TEM), microscopía óptica de epifluorescencia, 
espectroscopías de UV- visible y de fotoelectrones de rayos X (XPS) y medidas de 
absorción atómica. Los resultados permiten concluir que las NPs Ag preparadas poseen 
una alta capacidad bactericida, ya que se produce una mortandad del 99,9 % con sólo 
pequeñas dosis de las mismas. Los estudios realizados con células osteoblásticas 
permitieron concluir que la concentración mínima de Ag total presente en las NPs Ag 
necesaria para erradicar ambas bacterias ensayadas no genera efectos citotóxicos en 
dichas células. En cuanto a los sustratos de Ti/TiO2 modificados con NPs Ag, éstos 
demostraron ser eficaces para inhibir la formación de biofilms de ambas bacterias 
(Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus). Asimismo, se halló que el efecto 
bactericida producido por las NPs Ag adsorbidas es similar al causado por un sustrato de 
Ag masivo, indicando que muy pequeñas dosis de plata adsorbidas sobre la superficie son 
suficientes para producir este efecto. El agregado de levofloxacina (un antibiótico de 
amplio espectro) a los sustratos de Ti/TiO2 modificados con NPs Ag produjo un efecto 
sinérgico en el caso de Staphylococcus aureus, mientras que para Pseudomona aeruginosa 
sólo se encontró efecto aditivo. El uso de un antibiótico podría constituir una estrategia 
adicional para potenciar el efecto bactericida de las superficies modificadas con NPs Ag.  
Finalmente, se debe destacar la importancia de los resultados de este trabajo en 
relación a los materiales implantables. El método desarrollado para modificar las 
superficies de titanio, un material ampliamente utilizado en implantes, biocompatible y 
con una alta resistencia a la corrosión, es rápido, sencillo y de bajo costo, pudiendo 
implementarse en cualquier entorno clínico y sin la necesidad de contar para ello con 
personal altamente capacitado. 
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Capítulo 1  
 
Introducción  
 
1.1 Nanotecnología y Nanomateriales 
 
La Nanociencia es el estudio de la materia a nivel del nanómetro, escala en la 
cual las propiedades físicas y químicas de los sistemas difieren de las de los sistemas 
macroscópicos, convirtiéndolas en únicas. La Nanociencia estudia materiales y 
fenómenos a escala nanométrica en diversas áreas del conocimiento, tales como la 
Química (por ejemplo para estudios de catálisis y de reactividad química) o la Física (en 
el estudio de propiedades magnéticas y mecánicas). Otra disciplina que ha despertado 
interés en la Nanociencia es la Biología a través del estudio de estructuras y procesos 
biológicos en la escala nanométrica. A esta área se la denomina Bionanociencia y es 
muy prometedora ya que uno de sus principales objetivos es obtener conocimiento de 
procesos inspirados por la Naturaleza para abordar problemas en Medicina, 
Biotecnología y Farmacia.  
 El término ¨Nanotecnología¨ se emplea para describir la creación y 
manipulación de materiales con características estructurales dentro de la escala 
nanométrica. La nanotecnología abarca la producción y aplicación de materiales a 
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escalas que van desde los átomos o moléculas individuales hasta materiales con 
dimensiones de 100 nm (nanómetros) en sistemas biológicos, físicos y químicos. 
Además de la integración de estructuras con dimensiones nanométricas resultantes en 
sistemas de mayor dimensión. El objetivo de esta tecnología es innovar y desarrollar 
nuevos dispositivos de impacto en diferentes áreas, como por ejemplo, en la 
conversión de energía, almacenamiento de información, administración de fármacos y 
mejora de la calidad de los materiales de uso médico.  
La primera alusión a esta tecnología fue hecha en 1959 por Richard P. Feynman, 
ganador del primer Nobel de Física, quien presentó una charla en la conferencia 
American Physical Society llamada “There’s Plenty of Room at the Bottom” (“Hay 
mucho espacio al fondo”)[1]. En la misma auguró una asombrosa cantidad de 
descubrimientos que tendrían un gran impacto en la ciencia por ser asociados a nuevas 
tecnologías, en ese momento sin desarrollar, y que permitirían la manipulación de 
estructuras en la escala atómica y/o molecular. Hubo que esperar aproximadamente 
20 años para que se desarrollaran las técnicas experimentales que permitieran analizar 
estructuras a escala nanométrica: la microscopía de fuerzas atómicas (AFM) y de 
efecto túnel (STM). Estas técnicas permiten “observar” y además manipular materiales 
a escala atómica o molecular.  
Simultáneamente, en el campo de la Biotecnología se desarrollaron técnicas 
moleculares y genéticas para estudiar los procesos biológicos, tales como la reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR), las técnicas de ligación y de restricción de ADN y la 
obtención de proteínas recombinantes. Teniendo en cuenta el conocimiento adquirido 
de ambos campos, por una parte Nanotecnología y Biotecnología, dio nacimiento a 
una nueva área denomina Nanobiotecnología, donde el objetivo es el desarrollo de 
herramientas y dispositivos para la investigación en células madres, biología del 
desarrollo, biosensores, métodos de administración de fármacos más eficientes, 
diagnósticos certeros y tempranos de enfermedades, en todos los casos con el 
propósito último de mejorar la calidad de vida [2]. El desarrollo de estas tecnologías 
significa en la actualidad una gran inversión en investigación. 
 Se denomina nanomateriales a aquellos materiales que miden entre 1 y 100 nm 
en al menos una de sus dimensiones [3]. En particular, las nanopartículas (NPs) son 
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aquéllos nanomateriales que poseen menos de 100 nm en todas sus dimensiones. Las 
características de los materiales tradicionales dependen de cómo se comportan los 
electrones en su seno y de cómo están ordenados los átomos en la materia. Esto 
también ocurre en el caso de los nanomateriales, pero además es importante 
considerar las características particulares que surgen de las dimensiones del propio 
material y de la elevada proporción de átomos superficiales. Es por ello que éstos 
presentan propiedades físicas y químicas novedosas que pueden ser utilizadas en 
diferentes aplicaciones nanotecnológicas. Por ejemplo, los nanotubos de carbono 
presentan una mayor resistencia y dureza con respecto al carbono a nivel 
macroscópico[1]. 
 Los métodos de fabricación de los nanomateriales en general se dividen en dos 
categorías: ¨top-down¨ (de arriba hacia abajo) o ¨bottom- up¨ (de abajo hacia arriba) 
[3, 4]. El método ¨top-down¨ se lleva a cabo a partir de materiales de grandes 
dimensiones que se reducen hasta alcanzar tamaños de pocos nanómetros empleando 
técnicas como la molienda o desgaste. El método ¨bottom- up¨ consiste en la 
construcción de estructuras a partir de átomos o moléculas en fase gaseosa o en 
solución, a semejanza de lo que ocurre en la síntesis de proteínas, ADN o estructuras 
celulares en los seres vivos. Este último método es el más usado para la fabricación de 
nanomateriales.  
 Los nanomateriales han recibido especial atención por sus singulares 
propiedades electrónicas, magnéticas, ópticas y catalíticas [3]. En el área de 
Biomedicina, hay dos características relevantes que los distingue de los demás 
materiales [5]: i) debido a su tamaño pueden llegar con mayor rapidez y efectividad a 
un blanco elegido luego de ser administrados y, ii) la relación área/volumen es mayor 
que en un material macroscópico, lo cual permite modificar su superficie con una 
mayor cantidad de moléculas activas y ofrece una mayor exposición del nanomaterial 
ante el blanco elegido. Cuando estos nanomateriales se combinan con ciertas 
moléculas de interés biológicos (antibióticos, factores de crecimiento, proteínas, etc) 
mediantes enlaces covalentes, interacciones electrostáticas o de afinidad, se producen 
materiales con una capacidad de reconocimiento excepcional que pueden ser 
empleados en el desarrollo de nuevos biosensores, sistemas de diagnóstico y de 
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liberación de fármacos [5]. Estas características ubican a las NPs entre los 
nanomateriales más elegidos dentro de esta área con posibles aplicaciones 
terapéuticas o de diagnóstico [6], desde marcadores [7] a biosensores [8].  
 
 
1.2 Biomateriales  
 
1.2.1 Descripción general 
 Los biomateriales son materiales sintéticos inertes que no producen reacciones 
adversas al ser puestos en contacto con tejidos vivos y con fluidos fisiológicos y que 
pueden emplearse para tratar, completar, aumentar o reemplazar tejidos vivos u 
órganos. Por lo tanto, un biomaterial es una sustancia farmacológicamente inerte 
diseñada para ser implantada o incorporada dentro de un organismo vivo [9]. El 
objetivo del biomaterial es reemplazar y/o restaurar una función o una parte de un 
tejido. Al tratarse de un material que va a ser implantado en un organismo vivo, debe 
cumplir con las siguientes características: i) ser biocompatible, ii) no ser tóxico, ni 
carcinógeno, iii) ser químicamente estable, iv) ser inerte, v) tener resistencia mecánica 
adecuada y vi) ser barato, con propiedades reproducibles y fácil de fabricar. 
 Los biomateriales pueden ser de origen artificial o biológico. En el primer caso 
podemos mencionar a los materiales metálicos, poliméricos y cerámicos. Los implantes 
metálicos, junto con sus aleaciones, son los más utilizados para implantes ortopédicos 
(clavos, alambres, placas) e implantes dentales (tornillos), ya que deben poseer una 
gran resistencia al desgaste mecánico y ser capaces de soportar la carga adecuada para 
su función. Los metales usados para la fabricación de estos implantes son: acero 
inoxidable, aleaciones de cobalto con cromo, molibdeno y níquel, titanio puro (Ti) y sus 
aleaciones con aluminio y vanadio. Y con respecto a los biomateriales biológicos, se 
pueden nombrar por ejemplo fragmentos de huesos, injertos de piel, matriz 
extracelular hasta células madres (humana o animal).   
  El Ti es uno de los materiales más ampliamente usados en implantes debido a 
sus propiedades, tales como la resistencia a la corrosión y al desgaste mecánico, su 
naturaleza inerte, su capacidad de adsorber proteínas en su superficie y su 
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biocompatibilidad [10]. Estas propiedades lo convirtieron en uno de los materiales más 
elegidos por investigadores y médicos para su uso en implantes ortopédicos, dentales 
y cardíacos.  
 Cuando el implante es puesto en contacto con las células del organismo, se 
produce un proceso denominado osteointegración. La primera descripción acerca de 
este proceso fue realizada por Branemȧrk et al. [11], quien la definió como una 
conexión directa, estructural y funcional, entre el hueso vivo, ordenado y la superficie 
de un implante sometido a carga funcional. Las células involucradas en este proceso se 
denominan osteoblastos y son las encargadas de sintetizar la matriz ósea que forma 
parte del hueso. Como parte de la osteointegración, los osteoblastos están 
continuamente depositando nuevas capas de hueso sobre ellos mismos. Estas células 
cumplen además la función de hacer crecer y mantener a los huesos.  
El proceso de osteointegración se lleva a cabo a través de diversas etapas. En la 
primera se produce la formación del osteocito debido a que un osteoblasto queda 
rodeado por su propia matriz secretada denominada osteoide, para luego 
transformarse en una matriz dura calcificada. En la segunda etapa, estos osteocitos 
establecen conexiones con osteocitos adyacentes a través de canales comunicantes 
para formar una estructura superior. En una tercera etapa entran en juego las células 
denominadas osteoclastos, que se encargan de degradar la matriz dura y crear canales 
profundos dando lugar a la estructura estratificada del hueso compacto [12].  
 El proceso de interacción de las células osteoblásticas con el Ti ha sido 
estudiado por diversos autores [13-15]. En general, cuando el implante entra en 
contacto con los fluidos corporales (plasma sanguíneo) ocurre la primera interacción 
entre ambos (implante-plasma). El plasma sanguíneo posee una alta proporción de 
proteínas, siendo la albúmina sérica humana una de las de mayor proporción, por lo 
cual se supone es que la primera en adsorberse sobre la superficie del implante de Ti 
[16, 17]. Se ha estudiado también la interacción de las células con superficies porosas a 
escala micro/nanométrica, ya que esta característica aumentaría el proceso de 
adhesión y proliferación de las células sobre el implante de Ti [18-21] .  
  Por otro parte, los implantes metálicos, al estar completa o parcialmente 
incorporados a los tejidos vivos, están en contacto con los fluidos fisiológicos que 
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pueden producir la degradación del material. Es por esto que hay que tener en cuenta 
tres aspectos: la resistencia a la corrosión y al desgaste mecánico, y que no se 
produzcan reacciones no deseadas en la interfaz tejido-implante. En el caso del Ti, éste 
cumple con estos aspectos requeridos, pero se debe tener en cuenta que el medio 
circundante al cual se lo expone al momento de implantarlo en el paciente no siempre 
se comporta igual. Consecuentemente, el éxito del implante dependerá no sólo de los 
aspectos mencionados anteriormente sino también que las condiciones durante el 
procedimiento quirúrgico no se hayan visto afectadas por un factor externo, como una 
falla en el protocolo de esterilidad o en la salud del receptor del implante.  
 
 
1.2.2 Biomateriales y biofilms  
 Generalmente, un implante se considera que ha fallado si éste debe ser 
extraído prematuramente por algún motivo, poniendo en riesgo la salud del paciente 
implantado. El primer tipo de falla posible es aquella causada por inconvenientes o 
problemas en la composición y/o estructura del implante. Entre éstas podemos 
mencionar deformaciones permanentes, fracturas por sobrecarga o fatiga, corrosión y 
desgaste. El segundo tipo de falla es la infección, inflamación y/o alguna otra respuesta 
del organismo ante la presencia del material, siendo entre éstas la infección la mayor 
causa de remoción del implante. Se ha establecido una relación directa entre la 
aparición de infecciones, causadas comúnmente por hongos o bacterias, y el uso de los 
materiales implantables [22].  
Las bacterias son organismos unicelulares procariotas con dimensiones dentro 
de la escala del micrómetro. Estos organismos no poseen membrana nuclear, 
mitocondrias o un núcleo verdadero, y se reproducen por división asexual [23]. Poseen 
una pared celular que está compuesta por peptidoglicanos o mureína, que les  otorga 
forma y rigidez a las bacterias. La estructura del peptidoglicano está conformado por 
dos derivados de azúcares N-acetil-glucosamina y ácido N-acetilmurámico unidos por 
enlaces peptídicos de un grupo de aminoácidos que incluyen L-alanina, D-alanina, D-
glutámico o lisina o ácido diaminopimélico [23]. Las bacterias pueden dividirse en dos 
grandes grupos de acuerdo a su respuesta frente a la tinción diferencial de Gram. Ésta 
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es una técnica de identificación usada comúnmente en microbiología, la cual divide a 
las bacterias en Gram (+) y Gram (-) de acuerdo a la estructura de su pared celular [23], 
permitiendo así determinar la morfología del microorganismo. La estructura de la 
pared celular en las bacterias Gram (+) y Gram (-) es muy distinta, ya que en las Gram 
(+) está compuesta por una gruesa capa de un solo tipo de moléculas, denominadas 
peptidoglicanos, con ácidos teicoicos intercalados (Figura 1.1). Por el contrario, las 
bacterias Gram (-) están compuestas por una capa delgada de peptidoglicano y 
membranas celulares externas e internas, obteniéndose así una pared más compleja 
que las Gram (+) (Figura 1.1)[23].  
 
 
Figura 1.1. Esquema simplificado de la pared celular de bacterias Gram (+) y Gram (-) 
  
 
 Las bacterias pueden existir en dos formas o estados: las bacterias planctónicas 
son aquellas que se encuentran suspendidas en un medio líquido o de libre flotación, 
mientras que las sésiles crecen en colonias adheridas a una superficie sólida formando 
una estructura compleja denominada biofilm. Se estima que aproximadamente el 65% 
de todas las infecciones bacterianas en los seres humanos son causadas por bacterias 
que forman este tipo de estructuras [24], siendo responsables de las infecciones 
asociadas a implantes. 
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Un biofilm se puede definir como una comunidad bacteriana inmersa en un 
medio líquido caracterizada por bacterias que se hallan unidas a un sustrato o 
superficie, o bien unas a otras, y que se encuentran embebidas en una matriz 
extracelular producida por ellas mismas. Las bacterias en los biofilms muestran un 
fenotipo alterado en cuanto al grado de multiplicación celular o la expresión de sus 
genes [25]. 
 El desarrollo de un biofilm sobre la superficie consta de varias etapas [22], 
siendo uno de los modelos más aceptados aquel conformado por 5 etapas (Figura 1.2), 
las cuales son: 
1) Se forma una capa de glicoproteínas y lípidos del ambiente sobre la superficie 
del sustrato. Esto genera una superficie condicionada que favorecerá la 
adhesión de las bacterias planctónicas. Las características de esta capa 
dependerán de la composición de la superficie y de las propiedades químicas y 
físicas del medio líquido circundante. 
2) Dependiendo de las características de las bacterias involucradas las células 
planctónicas que perciben una superficie condicionada pueden adherirse de 
dos maneras, activa y/o pasiva. En la adhesión activa están involucradas 
aquellas bacterias que poseen motilidad otorgada por los flagelos, fimbrias o 
pilis, que favorecen su desplazamiento hacia la superficie y la posterior 
adhesión. En el caso de aquellas que no poseen apéndices para la motilidad, la 
formación del biofilm se realiza a través de proteínas denominadas adhesinas 
que favorecen la adhesión a la superficie. En la adhesión pasiva están presentes 
factores externos como la difusión, gravedad, precipitación, los cuales 
favorecen la adhesión de las primeras bacterias planctónicas.  
3) Las bacterias adheridas a la superficie (bacterias sésiles) comienzan a crecer y 
multiplicarse en el sitio de unión de las primeras bacterias colonizadoras, 
formando una microcolonia. Las células adheridas y sus hijas elaboran y 
secretan al exterior un exopolisacárido que constituirá la matriz del biofilm. La 
composición de este exopolisácarido difiere para cada bacteria. Por ejemplo, en 
el caso de Pseudomonas aeruginosa  el principal componente es alginato [26] y 
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para Staphylococcus aureus es poli-N-acetil-glucosamina [27]. La matriz del 
biofilm crece adquiriendo una estructura 2D. 
4)  En esta etapa se desarrolla la maduración del biofilm generando estructuras 
muy complejas que poseen canales, poros y una nueva distribución de las 
bacterias que lo componen. El biofilm adquiere estructuras 3D con formas muy 
singulares, similares a setas o hongos sobre la superficie del sustrato.  
5) Cuando el biofilm ha alcanzado la madurez, algunas bacterias aisladas o 
colonias ubicadas en la parte exterior del biofilm se liberan de la matriz para 
poder colonizar nuevas superficies, finalizando el proceso del desarrollo del 
biofilm. La liberación o desprendimiento de las bacterias de la matriz se puede 
deber a factores externos o procesos activos inducidos por el medio. Los 
mecanismos que generan el desprendimiento de las bacterias son: (i) remoción 
continua de pequeñas partes del biofilm, (ii) remoción rápida y masiva, y (iii) 
liberación por colisión de partículas en el líquido que rodea al biofilm. Esta 
liberación genera un mecanismo por el cual las bacterias migran desde zonas 
que están densamente colonizadas a áreas sin colonizar, formando nuevos 
focos de desarrollo de biofilms. 
 
Figura 1.2. Etapas de formación de un biofilm sobre un sustrato: 1) acondicionamiento de la superficie, 
2) adhesión reversible, 3) crecimiento y formación de la matriz extracelular, 4) maduración del biofilm y 
5) remoción y migración de las bacterias constituyentes de la matriz del biofilm. 
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 En general en la formación de un biofilm hay diversos factores a tener en 
cuenta, tanto desde la perspectiva de la célula bacteriana como del sustrato. La 
superficie de este último debe ser atractiva para favorecer la adhesión por su textura, 
hidrofobicidad o por la formación de una capa condicionante que permitirá la adhesión 
[28]. En el caso de la célula, ésta debe poseer algún tipo de mecanismo de adhesión 
(proteínas de adhesión o estructuras celulares como pili) y generar la formación de una 
matriz extracelular que permita la protección y crecimiento de las bacterias que 
formarán parte del biofilm [29-31].  
En este trabajo de Tesis se estudió la formación de biofilms de S. aureus y P. 
aeruginosa. Algunas de sus características principales se resumen en la Tabla 1.1 
 
Tabla 1.1 Cuadro comparativo de las características que contribuyen a la capacidad de formación de 
biofilms de bacterias modelo Gram (+) y Gram (-) 
 
Gram Motilidad Adhesión EPS 
Factores que 
favorecen el 
biofilm 
P. aeruginosa (-) Flagelo Liposacáridos 
adhesinas 
alginato Flagelo 
Pili 
EPS  
 
S. aureus (+) Sin 
apéndice 
Adhesinas poli-N-
acetil-
glucosamina 
Adhesinas 
Polisacáridos de la 
cápsula* 
 
Cápsula o glicocálix: capa celular que rodea la superficie de la bacteria compuesta por polisácaridos 
modificados. Esta capa es un factor de virulencia importante en bacterias. 
 
 
 La descripción anterior subraya la complejidad de la composición y estructura 
de los biofilms que pueden presentarse en infecciones asociadas con implantes. Sin 
embargo, la formación de grandes agregados de bacterias sobre la superficie de tejidos 
se han considerado como biofilms, y se han asociado a infecciones, tales como las 
producidas por P. aeruginosa en pulmones en enfermos con fibrosis quísticas o placas 
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microbianas en válvulas cardíacas [32]. Estos consorcios microbianos han sido 
identificados como biofilm sobre la base de sus características fenotípicas.  
 Por otra parte, la capacidad de formar biofilms no está limitada a ningún grupo 
o género especifico de bacterias. Bajo condiciones ambientales adecuadas se pueden 
desarrollar biofilms de bacterias diversas, tales como Haemophilus influenzae [33, 34], 
Klebsiella [35, 36], Escherichia coli (E. coli) [37-39], entre otras, sobre la superficie de 
biomateriales. Las infecciones nosocomiales más recurrentes asociadas a implantes 
son causadas por S. epidermis, S. aureus y Enterococcus, y con menor frecuencia por P. 
aureginosa [32]. Ante esta situación se han desarrollado estrategias que involucran 
antibióticos, nanomateriales, etc., para evitar la colonización bacteriana y aumentar la 
osteointegración del mismo. En la siguiente sección se describirán las estrategias 
planteadas y desarrolladas en los últimos años.  
 
 
1.2.3 Estrategias para la inhibición de biofilms sobre la superficie de biomateriales 
 Cuando comienza a desarrollarse un biofilm sobre la superficie de un implante, 
las bacterias que forman parte del mismo se convierten en un adversario a detener, ya 
que generan un foco de infección poniendo en riesgo la salud del paciente. Los 
objetivos a seguir para el tratamiento médico de estas infecciones son: curar la 
infección, prevenir su reaparición, preservar la función del implante y, en casos muy 
severos, reducir el riesgo de una infección general o sepsis. Lamentablemente, a pesar 
de comenzar a combatir un biofilm antes de su formación, con tomas previas de 
antibióticos, éste puede desarrollarse con éxito y provocar una infección en el 
paciente. Las etapas que sigue la terapia médica incluyen en primer lugar el 
tratamiento con antibióticos; si el implante infectado es retenido, o si el tratamiento 
con ese solo agente antimicrobiano es inadecuado, se debe usar un tratamiento 
combinado de antibióticos. En el caso que los procedimientos anteriores no produzcan 
los resultados deseados, se debe remover y reemplazar el implante infectado, lo cual 
implica una nueva intervención quirúrgica del paciente, con el consecuente riesgo en 
la salud del mismo, además de ser un costo económico importante en el sistema de 
salud [40].  
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 Como se ha mencionado en párrafos anteriores, el biofilm es una comunidad de 
microorganismos que están adheridos a la superficie de un sustrato formando una 
matriz producida por ellos mismos, compuesta por agua y sustancias poliméricas 
extracelulares. En estas condiciones, las bacterias que forman parte de esta estructura 
presentan una mayor resistencia a los antibióticos dada por diferentes mecanismos: 
producción de una matriz exopolimérica, velocidad de crecimiento lenta, respuesta 
ante el stress y alteración fenotípica [32, 41, 42]. Estos mecanismos actúan 
produciendo una resistencia muy marcada ante diversos antibióticos, generando 
protección o inactivación de los mismos. Un ejemplo muy común son las penicilinas: 
las bacterias constituyentes del biofilm producen enzimas denominadas β-lactamasas 
que son capaces de degradar al antibiótico [43, 44], o bien generan una matriz que no 
permite la difusión del antibiótico [45, 46] o un ambiente anóxico donde éstas 
permanecen en un estado metabólicos latente ocasionando que no haya división 
celular [47]. Todo esto hace que la penicilina no pueda actuar, ya que únicamente 
poseería efecto microbicida durante la división celular [48, 49].  
 En el caso de biomateriales, la resistencia del biofilm frente a los antibióticos ha 
conllevado a combatir los focos infecciosos con una amplia variedad de antibióticos, en 
ocasiones en concentraciones elevadas, los cuales no siempre son capaces de 
erradicarlo, con las consecuencias antes mencionadas. En general, la resistencia 
bacteriana a los antibióticos se debe en gran parte al uso desmedido o incorrecto en 
terapias contra una infección. Por esta razón son necesarios nuevos enfoques para el 
desarrollo de nuevos antibióticos o terapias con agentes microbicidas más eficientes, 
manteniéndose así al corriente con la evolución constante de la resistencia microbiana 
ante los antibióticos. No obstante, si se pudiera actuar desde otro frente que 
permitiera retrasar o inhibir la colonización de las primeras bacterias sobre la 
superficie se podría evitar el desarrollo del biofilm. Esta estrategia implicaría modificar 
o realizar tratamientos superficiales que inhiban la formación del biofilm, y a su vez, 
promover la adhesión de células, evitando rechazos y aumentando la efectividad de 
otros agentes antimicrobianos utilizados en combinación. Con respecto a esta 
estrategia, ya se ha empezado a implementar el uso de antibióticos o proteínas sobre 
la superficie de los biomateriales. En la literatura se pueden encontrar diversos 
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ejemplos de ello. Antoci et al., por ejemplo, modificaron la superficie de aleaciones de 
Ti con vancomicina (un glicopéptido que inhibe la síntesis de pared celular) obteniendo 
una superficie que fue capaz de inhibir la proliferación y formación del biofilm de S. 
epidermis [50]. Con respecto a los antibióticos, Lucke et al. modificaron implantes de Ti 
con gentaminicina (antibiótico de amplio espectro) y lograron reducirla adhesión de S. 
aureus [51]. Otros autores, como Popat et al., demostraron que el uso de nanotubos 
de TiO2 modificados con gentamicina redujo significativamente la adhesión de S. 
aureus, aumentando además la diferenciación de las células osteoblásticas [52]. Sin 
embargo, hay una creciente resistencia de los microorganismos a los antibióticos y una 
incidencia relativamente alta de infecciones, lo cual genera la necesidad de nuevos 
agentes microbicidas. Por consiguiente es de gran relevancia desarrollar nuevas 
terapias para combatir los microorganismos patógenos, por ejemplo con 
nanomateriales con propiedades microbicidas.  
 
 
1.3 Nanopartículas con capacidad microbicida  
 
 Actualmente, con el auge de la Nanotecnología se han desarrollado ciertos 
nanomateriales, en particular NPs inorgánicas, que presentan un marcado efecto 
microbicida sobre una amplia variedad de microorganismos, tales como virus, 
bacterias y hongos [53, 54]. La capacidad microbicida de las NPs está vinculada a la 
naturaleza del material y a ciertas características intrínsecas de las mismas, como sus 
dimensiones nanómetricas (lo cual les permite ser internalizadas con mayor facilidad 
en microorganismos) y la alta relación área/volumen que permite un mayor contacto e 
interacción con dichos microorganismos [54]. Entre las NPs que han demostrado tener 
propiedades microbicidas las más importantes son las de plata, óxido de zinc, cobre u 
óxidos de hierro. Las primeras tres sustancias ya presentan esta propiedad en su forma 
macroscópica, mientras que los óxidos de hierro únicamente resultan ser microbicidas 
en forma nanoestructurada [53]. Las NPs presentan mecanismos de acción microbicida 
totalmente diferentes a los antibióticos tradicionales, proporcionando así una 
alternativa promisoria. Los mecanismos de toxicidad que presentan las NPs con acción 
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bactericida sobre los microorganismos no han sido completamente dilucidados, 
aunque se han postulado varios. Entre éstos se pueden mencionar perturbaciones en 
las funciones de la membrana celular (las cuales alteran la permeabilidad y la 
respiración celular), el ingreso de las NPs a la célula, lo que genera una alteración en 
las funciones de las proteínas y el ADN, o la producción de especies oxidativas debido a 
la presencia de NPs en el interior de la célula [54, 55]. No es sencillo realizar un análisis 
comparativo de los datos de la bibliografía ya que la acción bactericida dependerá de 
una amplia variedad de factores entre los que se pueden mencionar: el tamaño y la 
forma de las NPs, su composición química, el recubrimiento y su carga superficial 
potencial y la concentración de NPs usada [54].  
Dentro de las familia de las NPs metálicas, aquéllas que han suscitado el mayor 
interés son las nanopartículas de plata (NPs Ag), entre otros motivos debido a que las 
sales de este metal ya se utilizan desde hace mucho tiempo en preparaciones (por 
ejemplo en cremas tópicas) y en vendajes, entre otros. En la próxima sección se 
realizará una breve descripción de las NPs Ag.  
 
 
1.3.1 Nanopartículas de plata 
Tal como se mencionó antes, las NPs metálicas, que han resultado más 
promisorias como agente bactericida son las NPs Ag debido a que la capacidad 
microbicida de la Ag es conocida desde hace siglos. De hecho existen antecedentes 
que se remontan a la época del Imperio Romano, donde se empleaba Ag para 
potabilizar el agua [56, 57] y en la actualidad ésta se sigue utilizada en muchos 
dispositivos de purificación. En el siglo XIX se usaba AgNO3 para permitir la 
epitelización y promover la cicatrización de heridas [57, 58]. En los años ´40, en pleno 
auge de la penicilina, se introdujo el uso de la Ag para el tratamiento de infecciones 
bacterianas [59, 60]. En los años ´60, Moyer introdujo el uso de AgNO3 para el 
tratamiento de quemaduras [61]. Este investigador indicaba que la solución no 
interfería en la proliferación del tejido epidérmico y poseía propiedades 
antibacterianas contra S. aureus, P. aeruginosa y E. coli [61]. En el año 1968, el AgNO3 
fue combinado con sulfamida para formar una crema de sulfazida de Ag, la cual sirve 
  
Capítulo 1: Introducción general 15 
 
como agente antibacteriano contra E. coli, S. aureus, Klebsiella spp, Pseudomonas spp; 
también se probaron sus propiedades antifúngicas y antivirales [62]. 
 En general, la preparación y la estabilización de las NPs metálicas se realizan a 
través de métodos físicos y químicos. En el caso de los métodos químicos, se utiliza la 
reducción química, técnicas electroquímicas y fotoquímicas, siendo la primera la 
estrategia más empleada en el caso de NPs Ag [3], ya que se obtienen dispersiones 
coloidales estables de la forma y el tamaño deseados, tanto en medio acuoso como 
orgánico [63-66]. Por otra parte, la capacidad microbicida de las NPs Ag se ha evaluado 
en una amplia variedad de microorganismos [67-73] 
Una de las características que lo hace más atractivo la aplicación de las NPs Ag, 
es la baja probabilidad del desarrollo de resistencia por parte de los microorganismos 
en comparación a los antibióticos [54]. Por tal motivo, se ha propuesto implementar el 
uso de las NPs Ag sobre distintos dispositivos de uso médico. Una de las estrategias, es 
la modificación de superficies de los dispositivos para inhibir la formación del biofilm 
bacteriano, como se ha mencionado anteriormente con antibióticos, pero con NPs Ag. 
Esta estrategia ya han empezado a implementarse sobre catéteres [74], válvulas [75], 
vendas [76], cremas tópicas [77] y también en pinturas [78] y textiles [79, 80].   
Con respecto a la toxicidad de las NPs se ha observado la aparición de argiria en 
heridas abiertas tratadas con concentraciones excesivas de Ag. Sin embargo, en ciertos 
estudios se sugiere que, por su tamaño y por sus propiedades microbicidas, las NPs Ag 
pueden generar daños en el medioambiente debido a su acumulación [81]. En trabajos 
que involucran células eucariotas, como células hepáticas humanas [82], HeLa [83] y 
fibroblastos [84], se considera que las NPs Ag son tóxicas ya que provocan daños en la 
respiración celular y ciclos de división celular [85]. Sin embargo, debido a la 
variabilidad en concentración, tiempo de exposición, tamaño y forma de las NPs Ag, 
este tema continúa en debate. Esto se desarrollará en mayor detalle en el Capítulo 8. 
 
 
 
 
 
  
Capítulo 1: Introducción general 16 
 
1.3 Objetivo del Trabajo de Tesis 
 
 En base a las consideraciones anteriores, en el presente Trabajo de Tesis se 
planteó como objetivo general la preparación y caracterización de superficies sólidas 
modificadas con nanopartículas de plata con potenciales aplicaciones en Biomedicina. 
Para alcanzar este objetivo general, se consideraron los siguientes objetivos 
específicos:  
1. Preparar y caracterizar nanopartículas de plata. 
2. Inmovilizar nanopartículas de plata con propiedades microbicidas y 
cicatrizantes sobre superficies de materiales implantables como el titanio. 
Estudiar la liberación controlada de nanopartículas y de los iones Ag(I) en 
medios acuosos. 
3. Caracterizar por técnicas fisicoquímicas de los sistemas preparados. 
4. Estudiar la actividad microbicida de las nanopartículas de plata en suspensión 
sobre bacterias Gram (+) y Gram (-). 
5. Estudiar la formación de biofilms bacterianos sobre superficies de titanio 
modificadas con nanopartículas de plata y establecer la actividad microbicida 
de dichas superficies. 
6. Estudiar la citoxicidad de las nanopartículas de plata en células de mamíferos y 
comparar con el caso de nanopartículas de oro. 
 
Las actividades, los resultados obtenidos, así como su interpretación y las 
conclusiones que se lograron extraer de este trabajo se exponen en la presente Tesis 
Doctoral. 
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Capítulo 2  
 
Técnicas fisicoquímicas de caracterización  
 
En el presente Capítulo se describirán los fundamentos de las técnicas 
fisicoquímicas utilizadas para caracterizar y estudiar las propiedades de los sistemas 
nanoestructurados preparados en este Trabajo de Tesis.  
 
 
2.1 Microscopía de fuerzas atómicas (AFM) 
 
 Las microscopías de barrido por sonda (SPMs, de su nombre en inglés, Scanning 
Probe Microscopies) se han convertido en herramientas muy utilizadas en la 
caracterización de superficies sólidas de materiales de distinta composición (metales, 
semiconductores, polímeros) o materiales depositados sobre superficies por su poderosa 
resolución que permite, en muchos casos, estudiar la materia a nivel atómico o molecular. 
Entre las SPMs se destacan la microscopía de efecto túnel (STM) y la microscopía de 
fuerzas atómicas (AFM).  
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 Con respecto a otras técnicas de caracterización de superficies, como por ejemplo 
la microscopía electrónica de barrido (SEM), las SPMs poseen la ventaja de ser técnicas no 
destructivas, ya que las muestras a analizar no necesitan un tratamiento o preparación 
especial. Por otra parte, las SPMs pueden operar en distintos ambientes, tales como vacío, 
aire y líquidos (electrolitos y no electrolitos), siendo además posible variar la temperatura 
de operación, aunque lo más habitual es operar a temperatura ambiente. La posibilidad 
de medir las muestras en un medio líquido permite analizar los sistemas en su medio 
ambiente nativo, una condición muy importante para muestras biológicas, ya que en 
muchos casos es necesario proveer a éstas un ambiente controlado en condiciones 
fisiológicas. Asimismo, el AFM es una de las pocas herramientas capaz de brindar 
información espacial acerca de una superficie en las coordenadas X, Y y Z con suma 
precisión en la escala nanométrica. Por ejemplo, la adsorción de materiales sobre la 
superficie, la erosión de una superficie o cambios en la rugosidad por la acción de un 
agente pueden ser cuantificados mediante esta técnica. 
 
 
2.1.1 Operación del AFM 
 El principio básico de operación del microscopio de fuerzas atómicas (AFM) 
consiste en realizar el barrido controlado de la superficie de un sustrato con una sonda, la 
cual puede o no estar en estrecho contacto físico con la superficie mediante un régimen 
de fuerzas intermoleculares controladas por un mecanismo de retroalimentación. Las 
fuerzas intermoleculares que actúan entre la punta y la muestra son estudiadas a través 
del modelo de Lennard-Jones, en el que un par de átomos o moléculas están sujetos a dos 
tipos de fuerzas de interacción distintas, según se encuentren a una distancia de 
separación grande o pequeña. A grandes distancias actúan las fuerzas atractivas (van der 
Waals) y a pequeñas distancias las fuerzas repulsivas (repulsión de Pauli). Así, el modelo 
de Lennard-Jones propone que la energía potencial de un par de átomos se rige por la 
siguiente ecuación:  
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�                                                     (ec. 2.1) 
 
donde r es la distancia de separación entre átomos, є es la mínima energía potencial y σ 
es el diámetro molecular efectivo. El término (σ/r )12 tiene en cuenta la repulsión entre 
átomos cuando éstos se aproximan (r tendiendo a cero) y se basa en el modelo de 
repulsión de Pauli, el cual considera que cuando un par de átomos se aproximan sus nubes 
electrónicas comienzan a solaparse, aumentando exponencialmente la energía del 
sistema y las fuerzas repulsivas del mismo. Por otra parte, el término (σ/r)6  representa 
las fuerzas atractivas, de tipo van der Waals, las cuales predominan a distancias más largas 
(Figura 2.1). La ecuación de Lennard-Jones se puede reformular para describir la 
interacción entre una superficie rígida y una esfera rígida, o una esfera rígida y una 
superficie plana elástica, manteniéndose la misma dependencia con r [1].  
 
 
 
Figura 2.1 Gráfico del potencial Lennard-Jones en el que se muestra la dependencia de las fuerzas atractivas 
y repulsivas con la distancia entre átomos 
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 El AFM consta de 5 elementos fundamentales: la punta, el fleje o cantiléver, el 
detector piezoeléctrico (o escáner), el sistema óptico de detección y el sistema de 
retroalimentación (Figura 2.2) [2]. La punta se selecciona de acuerdo al tipo de muestra, a 
las propiedades que se desean medir y al modo de operación del microscopio. De acuerdo 
con esto pueden ser de diferentes materiales, siendo los más comunes Si3N4 o Si. Las 
puntas poseen un radio de curvatura característico, el cual se elige dependiendo de la 
muestra, ya que la calidad de las imágenes dependerá en gran medida de la geometría de 
la punta.  
Las puntas están soportadas en el extremo del cantiléver, el cual se deflecta según 
la topografía de la muestra. Éste tiene una superficie reflectante (en general es una capa 
de oro o de aluminio) para poder detectar los movimientos y/o deflexiones del mismo 
cuando la punta ¨barre¨ la superficie de una muestra. La magnitud de la deflexión se 
relaciona con la constante elástica (k) del cantiléver, la cual dependerá del tamaño y 
espesor del mismo, siendo este último el factor preponderante. La constante de fuerza es 
un parámetro de suma importancia para obtener imágenes reproducibles. Cuando una 
muestra está constituida por materiales blandos (polímeros, células, etc) se utilizan k 
pequeñas, mientras que para muestras duras, ásperas o para determinar las propiedades 
nanomécanicas (adhesión, rugosidad, etc.) se emplean k con valores mayores. Además, si 
bien el valor de k es informado por los fabricantes, cuando se necesita cuantificar la fuerza 
aplicada sobre un punto específico es de vital importancia determinar su valor real. El 
programa de análisis del microscopio utilizado en esta tesis (Nanoscope V 7.20) permitió 
determinar el valor de k de las puntas utilizadas. 
El detector piezoeléctrico o escáner es un componente que proporciona el control 
de posicionamiento preciso de la muestra. El escáner tiene forma de tubo y es de un 
material cerámico piezoeléctrico que cambia sus dimensiones como respuesta a un voltaje 
aplicado. Es necesario el aislamiento térmico del escáner, ya que los cerámicos del 
piezoeléctrico son sensibles a las fluctuaciones de temperatura. Estos escáneres se 
caracterizan por tener tres grados de libertad, expandiéndose en una dirección y 
contrayéndose en otra como resultado del voltaje aplicado. El intervalo de operación de 
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un escáner puede alcanzar 100 µm en movimiento lateral y aproximadamente 10 µm en 
movimiento vertical, siendo necesario realizar la calibración periódica del mismo. 
En el presente Trabajo de Tesis se utilizaron un microscopio AFM comandado por 
una unidad de control Nanoscope IIIa de Veeco Instruments (Santa Bárbara, CA, USA) y un 
microscopio Multimode controlado por una unidad Nanoscope V (Bruker, Santa Bárbara, 
CA, USA). Las puntas usadas fueron de nitruro de silicio montadas en un cantiléver con 
una constante elástica de k = 0.58 N/m. 
En los microscopios usados para esta Tesis la muestra se monta sobre un disco 
unido al escáner, por lo que la aproximación punta-muestra se realiza acercando la 
muestra a la punta. Así, los desplazamientos en Z (y también en X-Y) se producen en 
realidad por movimientos controlados de la muestra (ya que es ésta la que está unida al 
escáner). Existen otros microscopios en los que el ajuste de la distancia entre la punta y la 
muestra se realiza moviendo la punta a una muestra estática; en esos equipos el barredor 
piezoeléctrico mueve la punta con respecto a la muestra. 
Los AFM incluyen un sistema de detección óptica (cabeza óptica) en el que se 
utiliza un láser que se refleja en el cantiléver y es enfocado hacia un fotodetector. La 
cabeza óptica contiene una ventana en la parte superior, un diodo, espejos y un láser para 
registrar los movimientos de deflexión generados por el cantiléver. En la Figura 2.2 c se 
muestra el esquema correspondiente al haz de láser que es reflejado desde la superficie 
del cantiléver al fotodetector. El desplazamiento vertical del cantiléver es registrado por el 
fotodetector, siendo proporcional a la señal diferencial entre los segmentos verticales del 
mismo. El fotodetector está dividido en dos segmentos, A y B, que corresponden a la señal 
en voltios de los segmentos superior e inferior, siendo la señal diferencial ∆AB igual a A - B. 
Por otra parte, se utiliza la señal diferencial reducida ∆AB/(A + B) para controlar la 
retroalimentación del movimiento de la cabeza de barrido en la dirección Z, y de esa 
manera se evita la influencia de la inestabilidad del haz del láser. En ciertos cantilévers 
que poseen un diámetro de 100 ó 200 nm es posible magnificar la señal del fotodetector 
en un factor de 750 o más, permitiendo la detección de deflexiones del cantiléver por 
debajo del angstrom.  
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Figura 2.2. a) Foto del microscopio de AFM Multimode utilizado en esta tesis en la que se indican sus 
componentes, b) Esquema de un microscopio de fuerzas atómica, c) Detección de la señal del láser entre los 
segmentos verticales A y B del fotodetector. Esquemas adaptados de la Tesis de Dra. C. Díaz, d) Detección de 
la señal del láser en un sistema de cuatro cuadrantes donde la señal horizontal se describe en base al 
cambio (A+C)-(B+D), y la vertical en base al cambio (A+B)-(C+D). 
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Por otra parte, los AFM Multimode (nueva generación de AFM de la marca Bruker) 
poseen un fotodetector con un sistema de cuatro cuadrantes que permite la realización 
de medidas de fuerzas laterales de interacción laterales entre la punta y  la muestra. Estos 
fotodetectores de cuatro cuadrantes utilizan como referencia un plano cartesiano (x, y) 
con su centro en (0, 0) y en el que cualquier cambio que sufra el cantiléver va a verse 
manifestado en uno o más vectores de la posición (xi; yi). La Figura 2.2 d muestra una 
fotodetector de cuatro cuadrantes; la deflexión horizontal que sufra el cantiléver se 
manifestará en base al cambio (A+C)-(B+D), y la deflexión vertical como (A+B)-(C+D). 
Por último, el sistema de retroalimentación permite el ajuste de la distancia punta-
muestra para mantener una fuerza constante entre ambas. Los componentes del 
microscopio están conectados de manera tal que el escáner controla la altura de la 
muestra, el cantiléver y el sistema óptico permiten detectar la altura local de la muestra y 
el sistema de retroalimentación mantiene la deflexión del cantiléver constante (detectada 
por el sistema óptico) mediante el ajuste del voltaje aplicado al escáner. 
 Como se mencionó antes, el AFM puede operar bajo distintos regímenes de 
fuerzas, de acuerdo al modo de operación elegido: contacto, no contacto o intermitente 
(Figura 2.3). Los modos de operación se definen en base a la interacción punta-muestra, 
es decir, dependiendo el régimen de fuerzas aplicadas, sean repulsivas, atractivas o una 
combinación de ellas. En el modo contacto, en el que la punta está en contacto físico con 
la muestra, se opera con interacciones repulsivas. Para el modo no contacto, en el cual la 
distancia entre punta y muestra es del orden de decenas a cientos de angstroms, el 
régimen de fuerzas es atractivo. En esta técnica se hace vibrar el cantiléver cerca de la 
superficie de la muestra con una frecuencia de resonancia entre 100 a 400 kHz. El sistema 
detecta los cambios en la frecuencia de resonancia del cantiléver o la amplitud de la 
vibración. La fuerza de atracción entre la punta y la muestra es menor a la fuerza repulsiva 
utilizada en modo de contacto. Por último, el modo intermitente (o Tapping mode®) es 
aquél en el que una punta oscilante se va aproximando a la superficie y se produce un 
cambio en la oscilación debido a la interacción entre la punta y la muestra. En este modo 
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la punta oscilante debe estar lo suficientemente cerca de la superficie en un régimen de 
fuerzas atractivas, sin que se alcancen interacciones repulsivas [3].  
 
 
Figura 2.3. Curva de fuerza en función de la distancia de separación entre la punta y a la muestra. Se 
muestra en qué zona de la curva operan los modos contacto, no contacto e intermitente. 
 
 
 La fuerza entre la punta y la muestra se calcula a medida que se modifica la 
distancia relativa punta-muestra. Estas fuerzas son registradas a través de la deflexión del 
cantiléver por métodos ópticos, como se ha mencionado anteriormente. La variación de la 
deflexión del cantiléver o la altura de la punta construyen una imagen topográfica de la 
superficie [4]. Antes de comenzar cualquier tipo de medida es necesario conocer la 
interacción punta-muestra. Para ello se realiza una curva de fuerzas para determinar qué 
régimen de fuerzas se desea aplicar entre la punta y la muestra.  
En la Figura 2.4 se muestra una curva de fuerzas de AFM experimental junto con el 
comportamiento del cantiléver. Cuando la muestra se acerca a la punta lo suficiente como 
para que se ejerzan fuerzas atractivas, el cantiléver se deflecta hacia la superficie (Figura 
2.4 B); un mayor acercamiento implica una interacción repulsiva entre punta y muestra, 
con el consiguiente cambio en la deflexión del cantiléver. Cuando la muestra se acerca a la 
punta en un régimen en el cual éstas no se tocan, el cantiléver se dobla hacia la muestra 
debido a la atracción causada por la fuerzas de van der Waals. La muestra se va acercando 
a la punta hasta que se produce el contacto (Figura 2.4 B) y el cantiléver se curva hacia la 
muestra. Si la muestra aún continúa moviéndose hacia la punta, el cantiléver se deflecta 
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hacia arriba como consecuencia de las fuerzas de repulsión (Figura 2.4 S) [4, 5]. Por otra 
parte, cuando la muestra es retraída de la punta, el cantiléver se mueve hacia la muestra. 
Esto produce la deflexión del cantiléver hacia la muestra antes de que se rompa el 
contacto con ella, como consecuencia de las fuerzas adhesivas y capilares entre la punta y 
la muestra, ya que al operar en aire se forma una capa líquida de humedad que cubre la 
superficie de la muestra (Figura 2.4 C). Si se continúa alejando la muestra la punta pierde 
contacto con la misma en cierto punto, llamado punto de despegue (Figura 2.4 D), en el 
que cambia el régimen de contacto a no contacto (Figura 2.4 A).  
 
 
 
 
Figura 2.4. Esquema de una curva de fuerza experimental y del comportamiento del cantiléver para 
diferentes situaciones. Las posiciones A y B representan a la punta acercándose a la superficie (en la posición 
B se produce el contacto). Si continúa el acercamiento, la punta se inclina hasta alcanzar la fuerza aplicada 
(Setpoint (S)). Dependiendo de la elasticidad de la muestra, la punta puede llegar a penetrar el sustrato. 
Posteriormente, se retira la punta hacia las posiciones C y D. En la posición D, bajo la retracción, la punta se 
desprende de la superficie. Entre las posiciones D y A, el cantiléver regresa a su posición inicial, quedando 
listo para otra medida. 
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 Para obtener una imagen de una superficie por AFM, es decir, información 
topográfica de una muestra, se procede de la siguiente manera: en primer lugar, la 
muestra a evaluar es montada sobre el escáner y éste acerca la muestra a la punta hasta 
detectar interacciones entre ellas. Las fuerzas de interacción entre la punta y superficie de 
la muestra hacen que el cantiléver se curve y un detector mide la magnitud de la deflexión 
del cantiléver, la cual está relacionada con la magnitud de la interacción, la que a su vez 
depende de la distancia punta-muestra. Esta señal detectada se denomina señal de ajuste 
o setpoint. El sistema de retroalimentación mantiene esta distancia o deflexión del 
cantiléver a un valor determinado. La imagen topográfica se obtiene mediante el 
desplazamiento de la muestra en X e Y que produce el piezoeléctrico del escáner y el 
registro de la deflexión del cantiléver que proporciona la información en Z. Además, se 
puede visualizar la señal de deflexión como una curva a medida de que la punta barre la 
muestra. En este caso la señal de deflexión se denomina error de la señal e indica la 
deflexión del cantiléver antes de que el circuito de retroalimentación corrija o ajuste la 
altura del escáner. Por ende, el sistema de retroalimentación es uno de los componentes 
de mayor importancia y el operador ajusta los parámetros dependiendo de la muestra a 
evaluar. 
 La imagen topográfica se construye con los datos obtenidos cuando la muestra se 
desplaza o barre de izquierda a derecha (denominada traza) y de derecha a izquierda 
(denominada retraza) respecto de la punta. El movimiento en ambas direcciones (traza-
retraza) es referido como la dirección de escaneo rápida, mientras que la dirección de 
escaneo perpendicular a la anterior es la lenta. Las líneas de escaneo en X forman un 
patrón en zigzag en el extremo de cada línea de barrido, en la que el punto de finalización 
del barrido a la izquierda es idéntico al del comienzo de la siguiente línea de barrido hacia 
la derecha, y viceversa. En general, las líneas de barrido cubren un área cuadrada de 
tamaño predeterminado por el operador. 
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2.1.2 AFM modo contacto  
 En la técnica AFM en modo contacto es posible operar de dos maneras: altura 
constante y fuerza constante. En el primer caso se desactiva la retroalimentación para 
mantener una distancia fija entre punta y muestra, obteniéndose una imagen de 
deflexión. En el segundo caso se construye una imagen topográfica a partir de las 
variaciones locales de la altura, manteniendo constante la fuerza de interacción entre 
punta y muestra gracias al sistema de retroalimentación que fija la deflexión del cantiléver 
a un valor determinado, tal como se explicó anteriormente. Las imágenes topográficas 
brindan información cuantitativa acerca de las características superficiales (tamaños, 
alturas, distancias, etc), mientras que las imágenes en modo deflexión exhiben mejor 
contraste de los detalles morfológicos de la superficie, lo cual resulta muy útil, por 
ejemplo, para el análisis de bacterias adheridas sobre distintos sustratos [6]. En este caso 
las zonas con muy alto contraste evidencian la presencia de cambios de altura muy 
pronunciados los cuales no pudieron ser ajustados correctamente por la 
retroalimentación.   
 
Figura 2.5. Esquema del modo de escaneo de la punta sobre la superficie de la muestra en AFM modo 
contacto. 
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 En la operación del AFM en modo contacto se deben tener en cuenta algunos 
factores que pueden originar distorsiones en la imagen, los cuales se detallan a 
continuación:  
a) Como resultado de las fuerzas repulsivas entre la punta y la muestra, ésta última 
puede dañarse o cambiar su morfología superficial debido al proceso de barrido de 
la punta.  
b) La punta también puede dañarse en el proceso de barrido, ocasionando un cambio 
en su geometría y, por ende, generando artefactos en la imagen.  
c)  Es posible que se originen fuerzas laterales que pueden distorsionar la imagen 
topográfica. 
 
 
2.1.2 Análisis de las imágenes de AFM 
 Tal como se mencionó antes, la técnica de AFM es muy versátil, proporcionando 
detalles topográficos o morfológicos de la superficie de una muestra. Una vez tomadas las 
imágenes se puede realizar una caracterización precisa de la superficie, obteniendo así 
información cuantitativa acerca de las características de la superficie, tales como alturas, 
diámetros, grado de cubrimiento o rugosidad. 
 Uno de los análisis más usados es la medida de secciones transversales (cross 
section) que reproducen el perfil de la superficie a lo largo de una línea trazada sobre la 
imagen y permiten obtener valores cuantitativos de la altura local o distancias laterales. 
[4]. En este análisis se definen arbitrariamente líneas sobre la imagen topográfica y el 
programa construye una curva con la distancia a lo largo de la línea sobre el eje X y la 
altura correspondiente en el eje Y. Sin embargo, se debe tener especial cuidado al medir 
distancias laterales, ya que si éstas son de dimensiones comparables al diámetro de la 
punta se pueden producir artefactos debido a la convolución punta- muestra.  
 Otro parámetro útil a determinar en una muestra es su rugosidad, la que permite 
caracterizar la topografía de la misma. Los parámetros usados comúnmente para 
cuantificar la rugosidad son la desviación cuadrática media de la rugosidad (RMS o Rq) y la 
 
Capítulo 2: Técnicas fisicoquímicas de caracterización 34 
 
rugosidad promedio (Ra) [7]. La RMS se calcula como la desviación estándar de las alturas, 
de la siguiente manera: 
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donde N es el número de puntos considerados sobre la superficie, zi es la altura del punto 
sobre la superficie y z es la altura promedio de los N puntos. La RMS es ampliamente 
utilizada debido a su fácil estimación y por la capacidad de caracterizar una superficie con 
un único valor.  
 En el presente Trabajo de Tesis, se calcularon los siguientes parámetros: altura, 
diámetro, cubrimiento y rugosidad. El análisis de las imágenes se realizó con el programa 
Nanoscope (versiones V 5.30 y V 7.20).   
 
 
2.2 Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 
 
 En un microscopio electrónico de transmisión (TEM) un haz de electrones es 
acelerado y enfocado sobre una muestra, de manera tal que al impactar con la misma 
genera señales directamente relacionadas con la estructura y morfología de la muestra 
observada. La interacción entre el haz incidente y los átomos de la muestra produce, entre 
otros, electrones dispersados, los cuales son captados por un detector para construir una 
imagen en dos dimensiones. 
 El proceso de formación de una imagen de TEM involucra electrones que se 
transmiten a través de la muestra sobre la que hizo incidir un haz de electrones 
coherentes. De acuerdo a la interacción que se produzca entre el haz de electrones y la 
muestra al atravesar ésta los electrones se pueden clasificar en electrones no desviados, 
electrones desviados elásticamente y electrones inélasticos. Los electrones no desviados y 
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desviados elásticamente son los responsables de la formación de la imagen en TEM, 
mientras que una fracción de electrones inelásticos, los cuales ceden energía a la muestra 
al incidir sobre ella, provocan el ruido de fondo presente en las imágenes de TEM. Por otra 
parte, mediante esta microscopía se puede obtener información acerca del patrón de 
difracción de electrones de la muestra. Esto se debe a que se producen interferencias en 
el frente de las ondas transmitidas por la muestra, las cuales son refractadas por una lente 
en el plano focal posterior originando una imagen de difracción.  
El microscopio electrónico utiliza como fuente de iluminación un haz de electrones 
generados por un filamento de tungsteno, el cual es acelerado por la aplicación de un 
voltaje de 100 kV o más (hasta valores de 1 MV) y que es dirigido a través de la muestra 
mediante diferentes lentes electromagnéticas. Los electrones atraviesan la muestra, se 
dispersan al pasar a través de ella y se enfocan con un lente objetivo, para luego 
amplificarse en un lente y construir una imagen del objeto. Las muestras a observar por 
esta técnica deben poseer espesores menores a 200 nm. El TEM presenta dos ventajas 
con respecto a otras microscopías: primero, posee un factor de magnificación de 50 a 106 
y segundo, posee la capacidad de proporcionar una imagen e información acerca del 
patrón de difracción de la muestra en una misma medida [8].  
  El TEM está constituido por las siguientes partes: un cañón de electrones, un 
sistema de lentes magnéticas y una pantalla fluorescente (Figura 2.6). Los componentes 
están ensamblados en una columna vertical, la cual está en condiciones de alto vacío 
(entre 10-3 y 10-7 Torr). El cañón de electrones es la fuente emisora del haz de electrones 
que está ubicado en la parte superior de la columna, donde se aceleran los electrones al 
aplicar voltajes de 100 a 1000 kV, para luego ser enfocados por las lentes. El sistema de 
lentes electromagnéticas está formado por la lente objetivo, la lente condensadora y la 
lente proyectora (Figura 2.6 a y b). La lente condensadora está compuesta, a su vez, por 
dos lentes, una que proyecta la imagen del punto de entrecruzamiento desmagnificado 
(spot size) y otra que controla el diámetro y ángulo de convergencia del haz que incide 
sobre la muestra. La lente objetivo forma la primera imagen, localizada debajo de la 
muestra u objeto, y es considerada el componente más importante del microscopio 
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porque de ella dependen la resolución final y la corrección de las aberraciones (Figura 2.6) 
[8, 9]. 
  
 
Figura 2.6. a) Fotografía del TEM del Centro Atómico Bariloche y b) Esquema básico de un TEM. 
 
 Como se mencionó arriba, el TEM permite obtener no sólo imágenes sino también 
el patrón de difracción de una muestra. La alta magnificación y resolución de los equipos 
de TEM son el resultado de las pequeñas longitudes de onda, λ, asociadas a los electrones 
efectivos, que siguen la relación de De Broglie:  
𝜆 =  ℎ
�2𝑚𝑞𝑉                                                        (ec. 2.3) 
donde m y q son la masa y la carga del electrón, respectivamente, h es la constante de 
Planck y V es la variación de potencial a través de la cual se aceleraron los electrones. Una 
de las desventajas del TEM es su limitada resolución en profundidad: a pesar de que la 
imagen se origina a partir de una muestra tridimensional, el haz se proyecta sobre un 
detector [8, 10].  
 
Capítulo 2: Técnicas fisicoquímicas de caracterización 37 
 
 Las imágenes de microscopía electrónica de transmisión de alta resolución (HR-
TEM) se construyen mediante el contraste de fase de la onda de los electrones [11]. Este 
es producido por la interferencia de las fases de las ondas de los electrones incidentes 
cuando son trasmitidos a través de la estructura cristalográfica de la muestra. 
Lamentablemente no se puede medir la fase de onda pero sí la modulación resultante de 
esta interferencia causada por los electrones, ya que lleva información acerca de la 
muestra y puede generar un contraste en la imagen. La resolución del microscopio alcanza 
valores de 0,2 nm [8]. Los datos que proporciona el HRTEM son complementarios a los 
datos de difracción de electrones, brindando información cristalográfica de una muestra a 
escala atómica. Mediante esta técnica se puede obtener información cualitativa acerca del 
ordenamiento y la estructura atómica de la muestra, lo que resulta muy útil para el 
estudio de nanoestructuras [10].  
En el presente Trabajo de Tesis se utilizaron dos microscopios electrónicos de 
transmisión. En primer lugar, un microscopio Jeol JEM 1200 EX II del Servicio de 
Microscopía Electrónica de la Facultad de Ciencias Veterinarias de UNLP, operado por el 
personal técnico a cargo del servicio. En los casos en los que fue necesaria una mayor 
resolución se usó un microscopio Phillips modelo CM200 UT. En este caso las medidas 
fueron realizadas por el Dr. M. Sergio Moreno del Centro Atómico Bariloche a través de la 
colaboración científica existente. 
 
 
2.3 Espectroscopía de fotoelectrones de rayos X (XPS) 
  
 La espectroscopía de fotoelectrones de rayos X (XPS, de su sigla en inglés) se basa 
en el efecto fotoeléctrico. El proceso básico consiste en la absorción de un cuanto de 
energía (hv) con la consecuente eyección de un electrón, conocido como fotoelectrón, 
cuya energía cinética (referida a un cero de energía apropiado) está relacionada con la 
energía de ligadura del electrón al átomo blanco. En este proceso el fotón incidente 
transfiere su energía por completo al electrón unido y se logra la identificación del 
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elemento a través de la medida de la energía de los electrones que se desprenden de la 
muestra sin pérdida de energía. Esto da como resultado espectros de energía que 
permiten la identificación del átomo en sus distintos estados de oxidación con la 
posibilidad de realizar medidas cuantitativas. 
 En la región de rayos X blandos menores a 1500 eV, los fotones tienen energía 
suficiente para interactuar con los electrones de la estructura interna de los átomos y 
detectar así con mucha sensibilidad distintos estados químicos de los elementos, a 
excepción del hidrógeno y el helio [12, 13]. 
 Cuando un fotón de suficiente energía colisiona contra un electrón de un nivel 
electrónico interno éste es eyectado en un proceso conocido como fotoemisión: 
A             hv           A+ + e- 
Si la energía se conserva, se cumple que: 
 
E(A) + hν = E(A+) + E(e-)                                       (ec. 2.4) 
Dado que el electrón eyectado sólo posee energía cinética, la ecuación 2.1 se puede 
reescribir:  
Ec (e-) = hν – [E(A+) - E(A)]                                   (ec. 2.5) 
 
El término entre corchetes representa la diferencia de energía entre el átomo A ionizado y 
el átomo neutro y se denomina energía de ligadura del electrón, EB. Esto conduce a la 
ecuación de Einstein para el efecto fotoeléctrico: 
 
Ec = hν – EB                                                      (ec 2.6) 
De acuerdo a la ecuación (2.3), conociendo la energía de la fuente de rayos X es posible 
determinar EB a partir de Ec.  
El equipamiento de XPS consiste básicamente en una fuente de radiación (en lo 
posible monocromática), y un sistema de analizador y detector para los electrones, los 
cuales se muestran en la Figura 2.7. Debido a la magnitud del camino libre medio de los 
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electrones y para disminuir la contaminación superficial es necesario realizar las medidas 
en condiciones de ultra alto vacío (UHV, ultra high vacuum), es decir, con presiones del 
orden de 10-10 Torr. Para ello se emplean cámaras de acero inoxidable dentro de las cuales 
se colocan los diferentes componentes, así como también las muestras en portamuestras 
de material inerte.    
La energía de los fotoelectrones se determina en el analizador por su deflexión en 
un campo electrostático o magnético. El sistema de detección se basa en la ganancia 
provista por los multiplicadores electrónicos, denominados channeltron, los cuales son 
tubos de alta resistividad con una abertura cónica. En este amplificador los electrones 
incidentes crean una lluvia de electrones secundarios que al golpear contra las paredes del 
tubo vuelven a crear más electrones secundarios, alcanzando una ganancia de 108.  
Cuando se conecta una muestra sólida al espectrofotómetro se establecen los 
niveles de energía que se grafican en la Figura 2.8, en la que se utiliza una muestra 
metálica como ejemplo. Como la muestra y el espectrómetro se encuentran en equilibrio 
termodinámico, sus niveles de Fermi son iguales. Al pasar de la muestra al espectrómetro, 
el fotoelectrón percibirá un potencial igual a la diferencia entre la función trabajo del 
espectrómetro Φspec y la función trabajo de la muestra Φm. Por lo tanto la Ec  del electrón 
se mide como Ec’ dentro del analizador del espectrómetro: 
 
Ec = Ec’ + Φspec − Φm                                                  (ec. 2.7) 
 
 
Asumiendo:                                 hν = EB + Φm + Ec                                                      (ec. 2.8) 
 
 
Resulta:                                           EB = hν – (Ec’ + Φspec)                                                 (ec. 2.9) 
 
donde EB es la energía de ligadura referida al nivel de Fermi. Se mide la energía cinética de 
los electrones con un espectrómetro correctamente calibrado y empleando una fuente de 
radiación conocida. Del espectrómetro se obtienen los espectros de cuentas en función de 
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la energía cinética, los cuales se pueden transformar a energía de ligadura simplemente 
aplicando la ecuación (2.6).  
En general el análisis de los materiales sólidos dependerá de su naturaleza y del 
espesor de la muestra. Las medidas de XPS en general se inician adquiriendo un espectro 
de baja resolución en una amplia región de energías (survey o wide scan), en el cual se 
observan una serie de picos de fotoelectrones que expresan las EB discretas de los 
electrones presentes en la muestra sólida, es decir, de todos los fotoelectrones emitidos 
por los elementos presentes en la muestra cuya EB sea menor a la energía de la fuente de 
rayos X. Los picos del espectro obtenidos pueden dividirse en tres grupos: los picos de 
fotoemisión de niveles internos (éstos son los picos de interés en medidas de XPS), los 
picos de los niveles de valencia y aquéllos causados por la emisión Auger.  
 Las intensidades de los picos de diferentes niveles energéticos para un mismo 
átomo no son iguales porque la probabilidad de fotoeyección desde cada orbital 
(denominado sección transversal de fotoionización, σ) es diferente [12, 14]. Asimismo, el 
número de picos en el espectro corresponde al número de niveles de energía ocupados en 
los átomos cuya EB es menor que la energía de los rayos X y la posición de los picos mide 
directamente las EB de los electrones en los orbitales e identifica a los átomos en cuestión. 
Las intensidades de los picos obtenidos dependerán fundamentalmente del número de 
átomos presentes y del valor de σ para el orbital considerado. Se considera que los 
electrones actúan como partículas independientes, es decir que los niveles de energía de 
cada uno de los electrones no son afectados por los otros. Por otra parte, a excepción de 
los subniveles s, los otros subniveles (p, d y f) aparecen en el espectro como dobletes 
como consecuencia del acoplamiento espín – orbita (j-j). 
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Figura 2.7 a) Esquema de las partes principales del XPS adaptado de Dr. J Hough Horton [15] y b) Imagen del 
XPS del Laboratorio de Nanoscopías y Fisicoquímica de Superficies del INIFTA [16]. 
 
   
Sin embargo, la energía de ligadura exacta para un electrón en un elemento depende 
del entorno químico en el que se encuentra dicho elemento, lo que se denomina 
generalmente corrimiento químico (por analogía a la técnica de resonancia magnética 
nuclear, RMN). Cualquier cambio en el entorno químico involucra una redistribución 
espacial en los electrones de valencia produciendo una variación en la carga del átomo y 
la creación de un potencial diferente, que será percibido por los electrones internos, lo 
cual resulta en un cambio en sus EB. Este hecho es quizás el más relevante para las 
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aplicaciones de XPS como técnica analítica, ya que de este modo se pueden detectar 
distintos estados de oxidación [12, 14].  
 
 
 
 
Figura 2.8 Diagrama de los niveles de energía electrónicos de una muestra conductora (metálica) en el 
equipo de XPS. 
 
 
 Para la cuantificación de los espectros de XPS se deben tener en cuenta dos 
factores: la intensidad y la posición de los picos. El ancho de pico a mitad del máximo 
(FWHM, full width at half maximum) es indicativo del número de enlaces involucrados, de 
la carga diferencial en la superficie y de los posibles daños por rayos X. Los criterios a 
tener en cuenta antes de empezar la cuantificación de un espectro son: definir un rango 
de energías en el cual la señal obtenida pueda ser atribuida a la transición de interés y la 
correcta remoción de la señal de fondo que no corresponde al pico elegido. Este último 
criterio hace referencia a que un pico puede tener contribuciones de la señal 
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correspondiente a diferentes estados de oxidación del elemento. Ante este hecho, es 
posible realizar una deconvolución de la señal en diferentes componentes. 
 Las medidas de XPS del presente Trabajo de Tesis se llevaron a cabo en el INIFTA y 
estuvieron a cargo de los Dres. Aldo A. Rubert y Guillermo A. Benitez. La fuente de rayos X 
está constituida por una lámina de Mg o de Al que actúa como ánodo y que se bombardea 
con electrones (XR50, SpecsGmbH). La energía de los rayos X blandos emitidos es del 
orden de 1 keV (para Mg Kα es 1253,6 eV con un ancho de banda de 0,7 eV y para Al Kα es 
1486,6 eV con un ancho de banda de 0,85 eV). La medida de la energía de los electrones 
eyectados se realizó mediante el análisis de su deflexión en un campo electrostático. El 
analizador hemiesférico (PHOIBOS 100, SpecsGmbH) aplica un potencial a través de dos 
sectores concéntricos y los electrones pasan sin cambio de energía a lo largo de líneas 
equipotenciales. Como sistema de detección se empleó un multiplicador de electrones 
channeltron. La calibración de la escala de energía se realizó con dos puntos utilizando oro 
evaporado (EB Au4f7/2 = 84,00 eV) y cobre (EB de Cu2p3/2 = 933,67 eV) como patrones de 
referencia. 
La deconvolución de los espectros se realizó utilizando el programa XPS Peak 4.0 sobre 
los espectros tomados en alta resolución. En primer lugar se trazó una línea de base en el 
espectro tipo Shirley. Los parámetros para Ag 3d fueron: desdoblamiento spin-órbita (S.O.S) 
de 6,01 eV, FWHM ≈ 1 eV y 94% de producto de Gaussianas-Lorentzianas (% de GL). Para el 
Ti 2p los parámetros usados fueron: S.O.S de 5,8 eV; FWHM ≈ 1 eV y 95% de GL.   
La cuantificación se realizó utilizando el programa Casa XPS v2.3.14 (2008) con los 
espectros tomados en baja resolución que corresponde al Ti 2p y Ag 3d, a los cuales se les 
sustrajo una línea de base tipo Shirley. De esta manera se puede obtener la relación atómica 
entre los diferentes elementos que componen la muestra. Sin embargo, cada relación 
atómica realizada fue corregida con un factor de sensibilidad relativo (RSF) del elemento y 
subnivel correspondiente (18 para Ag 3d y 7,9 para Ti 2p).  
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2.4 Espectroscopía de absorción de luz ultravioleta y visible  
(UV-vis) 
  
 La espectroscopía de absorción de luz ultravioleta-visible es una de las técnicas 
más frecuentemente empleadas en el análisis químico. Las medidas en el rango de 
longitud de onda entre el visible y el ultravioleta poseen una amplia aplicación en la 
caracterización de materiales ya que brindan información cuali y cuantitativa acerca de 
una gran variedad de especies inorgánicas y orgánicas.  
 Para que una sustancia sea activa en el visible (para longitudes de onda λ entre 
380 y 780 nm, aproximadamente) ésta debe ser coloreada, es decir, absorber a ciertas λ 
del espectro visible y transmitir la luz a las restantes longitudes de onda. Por ejemplo, una 
solución es amarilla debido a que dentro de la región visible absorbe radiación en el rango 
de 435 a 480 nm. En este rango de longitud de onda se encuentra el color azul del visible, 
por lo tanto esta sustancia absorbe el color azul y transmite los colores complementarios 
que dan origen al color amarillo de la solución que se observa a simple vista. La Figura 2.9 
muestra el espectro de radiación electromagnética en la región visible. 
 
 
Figura 2.9 Esquema del espectro de luz visible  
 
 En la escala de longitudes de onda se considera como luz ultravioleta aquélla cuya 
longitud de onda está entre 1 y 380 nm. La región comprendida entre los 10 y 190 nm es 
denominada ultravioleta del vacío, ya que el nitrógeno atmosférico absorbe este tipo de 
radiación, por lo que se debe efectuar vacío para poder excluir la absorción de este gas de 
la del compuesto en estudio. Sin embargo, la luz de estas longitudes de onda no es de 
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gran utilidad para la determinación de compuestos, por lo que en la práctica el rango de 
luz ultravioleta que se emplea para espectroscopía va de 190 a 380 nm. 
 El principio de la espectroscopía de UV-vis involucra la absorción de radiación 
ultravioleta-visible por una molécula, causando la promoción de un electrón de un estado 
basal a un estado excitado. La longitud de onda está comprendida entre 190 y 800 nm. 
Cuando una radiación de cierta λ incide sobre una muestra se produce la absorción parcial 
de la misma, produciendo una transición en los niveles energéticos de la especie Y (ya sea 
un átomo, una molécula o un ión) y pasando ésta a un estado excitado (Y*). El resto de la 
radiación es transmitida. Es posible analizar un estado u otro de la sustancia y relacionarlo 
con la cantidad de especie activa presente en la muestra. Las bandas que aparecen en un 
espectro UV-visible son anchas, ya que se superponen transiciones vibracionales y 
electrónicas. Por otra parte, la excitación corresponde a los electrones de enlace; en 
consecuencia, los picos de absorción pueden correlacionarse con los tipos de enlaces. Este 
hecho da validez a la espectroscopía de UV-vis como técnica de identificación de grupos 
funcionales de una molécula [17].  
 Los componentes de un equipo de espectroscopía de UV-Vis son: (1) fuente de 
radiación; (2) sistema óptico (monocromador, filtros o ventanas, espejos y dispersor o red 
de difracción); (3) compartimiento para las muestras y (4) detector (Figura 2.10). En 
general el material usado para la construcción de la celda, monocromador y las ventanas 
es el cuarzo, ya que su rango inferior de transmisión alcanza los 190 nm, lo cual es muy 
útil para el caso de analitos que absorben a longitudes de onda menores a 300 nm.  
 El espectrofotómetro mide la transmitancia T (o la absorbancia A = -log T) de la 
muestra presente en una cubeta transparente con un camino óptico conocido b. En 
general, la concentración c de la solución absorbente está relacionada linealmente con la 
absorbancia, de acuerdo a la conocida ley de Lambert-Beer:  
 
𝐴 =  − log 𝑇 = 𝜀 . 𝑏. 𝑐                              (ec. 2.10) 
donde A es la absorbancia medida, ε es el coeficiente de extinción molar y b, como se 
mencionó antes, el camino óptico o diámetro de la celda usada.  
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 La técnica espectroscopía de UV-vis se puede aplicar tanto para análisis cualitativo 
como cuantitativo. Las medidas cualitativas son útiles para identificar la presencia de 
ciertos grupos funcionales que actúan como cromóforos. En las medidas cuantitativas se 
aplica la ley de Lambert-Beer para determinar la concentración de la sustancia que 
absorbe a través de la cantidad de radiación transmitida o absorbida. 
 
 
Figura 2.10 Esquema de los componentes principales del equipo de UV –visible 
 
 
 En el presente Trabajo de Tesis se usó un espectrofotómetro UV-visible Lamba 35 
de doble haz de Perkin Elmer (Waltham, MA, USA). Se utilizaron celdas de cuarzo con un 
valor de b de 1 cm para la medida de las dispersiones de NPs preparadas. Para las medidas 
de absorbancia de cultivos bacterianos se utilizaron celdas de plásticos desechables con 
un valor de b de 1 cm.  
 
 
2.5 Espectroscopía de absorción atómica (AAS) 
 
 La espectroscopía de absorción atómica (AAS) es uno de los métodos 
espectrofotométricos más ampliamente usados para la determinación analítica de 
elementos. Es una técnica muy empleada en la determinación de metales como plata, oro, 
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sodio, cadmio, calcio, cesio, cromo, cobalto, plomo, níquel, entre otros. Se emplea en el 
análisis de aguas y suelos, en toxicología, bioquímica, en las industrias farmacéutica, 
alimenticia y petroquímica.  
 La técnica de AAS consiste en la determinación de especies atómicas mediante la 
absorción a una longitud de onda particular. Las especies atómicas se obtienen mediante 
la atomización de la muestra, la cual se puede realizar a la llama o mediante horno de 
grafito [17]. Un equipo de absorción atómica consta de tres partes, tal como se muestra 
en la Figura 2.11: una fuente de radiación, un medio para la obtención de átomos libres 
(horno de grafito, en este caso) y un sistema para medir el grado de absorción de la 
radiación de la muestra mediante una lámpara de cátodo hueco construida del mismo 
elemento a cuantificar. Los valores de concentración de la especie se obtienen utilizando 
curvas de calibración construidas a partir de soluciones de concentraciones conocidas del 
metal y utilizando la ley de Lambert-Beer.  
  
Figura 2.11.  Esquema de los componentes del AAS con horno de grafito. 
 
 
 En el presente Trabajo de Tesis se utilizó esta técnica mediante la contratación de 
servicios del Laboratorio de Trazas de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA. El 
equipo empleado en las determinaciones de plata fue un espectrofotómetro de absorción 
atómica Shimadzu AA 6700 equipado con accesorio para horno de grafito GFA 6500 y 
automuestreador ASC 6000.  
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Capítulo 3  
 
Caracterización microbiológica 
 
3.1 Microorganismos y cultivos usados 
 
Entre los microorganismos capaces de formar biofilms se eligieron bacterias 
representativas de los géneros Pseudomonas (Gram (-)) y Staphylococcus (Gram (+)). La 
diferencia entre ellas reside en su pared celular, como se ha mencionado en el Capítulo 
1. Ambas bacterias son capaces de formar biofilms sobre distintas superficies y este 
hecho impacta en áreas diversas tales como la medicina, la industria y el medio 
ambiente [1, 2]. A continuación se detallarán las características de cada género 
elegido. 
 
 
3.1.1 Pseudomonas 
Las Pseudomonas son microorganismos con forma de bacilos rectos o curvados 
que poseen una longitud de 0,5 a 4 µm. Estas bacterias dan un resultado negativo en la 
tinción de Gram. Las Pseudomonas son móviles ya que poseen uno o dos flagelos 
polares que permite su desplazamiento sobre distintos medios o soportes. Tienen un 
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metabolismo aeróbico, nunca fermentativo, en el que el O2 es el aceptor final de 
electrones en la cadena respiratoria. Pseudomonas es uno de los microorganismos 
responsables de la degradación de numerosos compuestos solubles provenientes de 
las plantas y animales que se encuentran presentes en agua y suelos. Esta capacidad 
los convierte en microorganismos de gran importancia ecológica. Algunas de estas 
bacterias producen pigmentos amarillo verdosos, fluorescentes y que son solubles en 
agua (fluoresceína, en el caso de P. fluorescens) que actúan atrapando el hierro del 
medio necesario para el metabolismo del microorganismo [2]. Se encuentran 
normalmente en suelos, aunque también pueden ser patógenos en animales (P. 
fluorescens, P. aeruginosa) y en plantas (P. syringae)[3-6]. Estas bacterias tienen 
requisitos nutricionales muy sencillos, ya que pueden usar numerosos compuestos 
orgánicos como fuente de carbono y energía. La versatilidad nutricional de estas 
bacterias se debe a que poseen operones (grupos de genes contiguos transcriptos a 
partir de un promotor que da origen a un ARNm que contiene secuencias codificantes 
para múltiples proteínas[7]) inducibles que, ante la presencia de ciertos compuestos, 
se activan y empiezan a sintetizar las enzimas necesarias para degradar al compuesto. 
La presencia de estos operones puede ser constitutiva, es decir que se encuentre 
dentro de su genoma, o plasmídica, proveniente de uno o varios plásmidos obtenidos 
por recombinación genética. Además, algunas especies dentro de este género son 
capaces de sintetizar una capa de exopolisacáridos (EPS) que permite la adhesión 
celular y favorece la formación del biofilm. La capa de EPS protege ante la acción de 
agentes antimicrobianos o de la fagocitosis, aumentando así la patogenicidad de la 
bacteria [8]. Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, los biofilms de 
Pseudomonas, son más resistentes contra la acción de antibióticos que las 
correspondientes bacterias planctónicas [9]. 
En el presente trabajo de Tesis se utilizó P. aeruginosa proveniente de un 
aislado clínico de un paciente con fibrosis quística asistido en el Hospital de Pediatría 
"Prof. Dr. Juan P. Garrahan" de la Ciudad Autónoma de Buenos Aires, Argentina. 
P. aeruginosa es un microorganismo quimioorganotrófico, es decir, que utiliza 
sustancias oxidables a pH neutros o básicos para obtener energía, a través de 
reacciones de óxido-reducción. Esta bacteria produce un pigmento amarillo verdoso 
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llamado piocina y puede crecer a temperaturas de hasta 43°C. Posee solamente un 
flagelo polar que le otorga movimiento sobre distintos medios y, bajo ciertas 
condiciones, es capaz de desnitrificar. Estas características la convierten en una 
bacteria con una gran capacidad para utilizar diversos nutrientes y adaptarse al medio 
o nicho donde se encuentra alojada. 
P. aeruginosa es considerada una bacteria modelo para el estudio de la 
formación de biofilms, ya que es capaz de producir una gran cantidad de EPS, lo cual le 
permite la adhesión sobre distintos soportes o medios [9]. Es un patógeno oportunista, 
es decir que afecta a pacientes que tienen el sistema inmune comprometido. Esta 
bacteria se asocia frecuentemente con infecciones de los tractos urinario y respiratorio 
en el hombre [10-12]. P. aeruginosa se encuentra habitualmente en ambientes 
hospitalarios y puede infectar fácilmente a pacientes que reciben tratamientos por 
afecciones tales como quemaduras, fibrosis quísticas, infecciones pulmonares, etc., o 
bien sometidos a cirugías u otras intervenciones que implican la utilización de 
materiales implantables [4, 5, 13]. P. aeruginosa es una de las causas de enfermedad 
crónica en pacientes con fibrosis quística [13-15] y se presenta dentro de la microflora 
de bacterias contaminantes de la superficie de implantes, generando focos 
infecciosos[16, 17].  
 
 
3.1.2 Staphylococcus  
Los Staphylococcus son microorganismos con forma de cocos que se organizan 
en grupos o tétradas (grupo de cuatro cocos o células individuales). Son organismos 
aeróbicos facultativos que producen ácido a partir de glucosa tanto en condiciones 
aérobicas como anaeróbicas. Dan un resultado positivo con la tinción de Gram. Es el 
único género que poseen ácido teicoico dentro de la pared celular, lo cual les confiere 
mayor resistencia frente a diferentes condiciones ambientales. No poseen movilidad y 
son tolerantes a la desecación y a las altas concentraciones de sal. Los Staphylococcus 
son comensales y parásitos habituales en humanos y animales y ocasionalmente 
pueden provocar infecciones muy severas. En humanos, S. epidermis es un 
microorganismo no patógeno que habita comúnmente en la piel o en las membranas 
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mucosas y S. aureus es un patógeno oportunista que posee una pigmentación amarilla 
que está asociada a diversas patologías como pústulas, neumonía, meningitis y artritis 
[2]. Estas especies suelen estar presentes en la flora normal del tracto respiratorio y la 
piel [18-20] y algunas de ellas son capaces de sintetizar EPS permitiendo la adhesión y 
formación de un biofilm sobre una superficie [21]. 
 En el presente trabajo de Tesis, se utilizó S. aureus ATCC 25923, proveniente de 
un cepario propio del Hospital de Pediatría "Profesor Dr. Juan P. Garrahan" de la 
Ciudad Autónoma de Buenos Aires, Argentina y que fue gentilmente cedida por el Dr. 
Horacio Lopardo. 
S. aureus es un microorganismo quimioorganótrofico que puede presentarse 
como diplococos, racimos o cadenas de cocos. Éstos poseen un tamaño entre 0,8 y 1 
µm. Son resistentes a la sequedad y se dispersan fácilmente por partículas de polvo en 
el aire y la piel. Algunas cepas son agentes responsables del síndrome del choque 
tóxico (TSS), que es la consecuencia grave debido a la infección con Staphylococcus y 
puede causar la muerte en más del 70% de los casos. Asimismo S. aureus es una de las 
causas principales de formación de focos infecciosos en implantes médicos [22]. 
 
 
3.1.3 Conservación de las cepas bacterianas 
La conservación de las cepas bacterianas es un punto clave para poder llevar a 
cabo los ensayos, debiéndose mantenerlas a lo largo del tiempo sin contaminaciones 
ni cambios en sus características bioquímicas, fisiológicas y genéticas. La técnica usada 
para ambas cepas durante todo el trabajo de tesis fue la conservación a -18°C en una 
mezcla de caldo nutritivo y glicerol (Merck) en proporciones iguales. Para ello se 
realizó un cultivo en ágar nutritivo (Merck) a 30°C, que es el medio con el que se 
obtiene el crecimiento óptimo de estos microorganismos. Luego se levantó parte del 
cultivo mediante un ansa, se suspendió en 1 mL de la mezcla de caldo nutritivo/glicerol 
estéril y se almacenó a -18°C.  
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3.1.4 Medios de cultivo  
Los medios de cultivos usados en los ensayos realizados a lo largo del Trabajo 
de Tesis fueron los siguientes: 
 
Medios líquidos:  
Caldo nutritivo (Merck) de la siguiente composición: 
• Peptona de carne: 5g/L  
• Extracto de carne: 3 g/L. 
 
Caldo Luria Bertani (DIFCO) de la siguiente composición: 
• Peptona de carne: 10 g/L  
• Extracto de levadura: 5 g/L 
• NaCl: 10 g/L 
 
Medios sólidos:  
Ágar nutritivo (Merck) de la siguiente composición:  
• Peptona de carne: 5 g/L 
• Extracto de carne: 3 g/L 
• Ágar-ágar: 12 g/L 
 
 Ágar Mueller Hinton (DIFCO) de la siguiente composición:  
• Extracto de carne: 2 g/L 
• Caseína: 17,5 g/L 
• Almidón: 1,5 g/L 
• Ágar-ágar: 17 g/L  
 
Ágar nutritivo (Britania S.A.) de la siguiente composición: 
• Pluripeptona: 5g/L 
• Extracto de carne: 3g/L 
• Cloruro de sodio: 8g/L 
• Ágar-ágar:  15g/L  
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El caldo nutritivo (pH = 7) se utilizó como medio de crecimiento para ambas 
cepas y el ágar nutritivo se utilizó como medio para mantener ambas cepas y para 
realizar los recuentos en placas de las bacterias viables. 
 
 
3.2 Determinación del número de bacterias 
 
El número de bacterias presentes en un dado volumen puede determinarse 
mediante diferentes técnicas. Las más frecuentemente usadas son el recuento de 
células y la determinación de la turbidez. La primera técnica permite cuantificar el 
número de bacterias viables (unidades formadoras de colonias, UFC) y la segunda mide 
la biomasa total de la población microbiana. 
Recuento en placa: Como se mencionó arriba, esta técnica permite cuantificar 
el número de bacterias viables. Cuando se realiza este procedimiento es importante 
que haya un número limitado de colonias (entre 30 y 300, aproximadamente) para 
poder contarlas. Por este motivo se realizan diluciones seriadas del inóculo original, de 
las que se toman las alícuotas a sembrar en la placa. En esta Tesis se utilizó el método 
de la siembra por extensión, que consiste en extender un cierto volumen (que no debe 
superar los 0,1 mL) sobre la superficie de una placa que contiene un medio sólido 
(ágar) mediante un ansa estéril de extensión. La placa se incuba por un determinado 
tiempo, hasta la aparición de colonias [23].  
Determinación de la turbidez: Una suspensión celular aparece turbia a la vista 
porque las células dispersan la luz que atraviesa a dicha suspensión. Por lo tanto, la 
determinación de la turbidez es un método que relaciona la cantidad de biomasa de 
una población con una magnitud física como la dispersión de la luz. Estas medidas se 
realizan mediante un espectrofotómetro, en el cual la radiación de una determinada 
longitud de onda incide sobre una cuba que contiene una suspensión celular (cultivo 
bacteriano). Se mide entonces la densidad óptica (DO) o absorbancia (A). 
La absorbancia no es una medida directa del número de células, por lo que se 
debe realizar una curva de calibración que relacione el número de bacterias presentes 
en el cultivo y la DO o Absorbancia [2]. En altas concentraciones celulares no hay 
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correspondencia entre el número de células y la turbidez y por lo tanto se pierde 
linealidad. 
 
 
3.2.1 Curva de calibración 
Se realizó la curva de calibración midiendo la absorbancia de cultivos con 
diferente número de unidades formadoras de colonias por mL (UFC/mL), las que se 
determinaron por la técnica de recuento en placa. Para esto se realizó un cultivo 
bacteriano que se dejó crecer hasta obtener una A586 nm = 1, y se realizó una dilución 
seriada. De cada dilución se tomaron 100 µL y se extendieron sobre placas de Petri con 
ágar nutritivo. Se incubaron a 30°C por 24 hs en forma invertida y luego se realizó el 
conteo de colonias. Cada ensayo se realizó por triplicado. 
En la Figura 3.1 se muestra la curva de calibración realizada para P. aeruginosa 
que relaciona la absorbancia con las UFC/mL. Como ya se ha mencionado 
anteriormente, las medidas de absorbancia no son del todo confiables porque no 
permiten determinar el número exacto de células y están limitadas a cultivos con 
concentraciones superiores a 107 UFC/mL. Con la curva se puede determinar el 
número de UFC/mL correspondiente a una medida dada de absorbancia y, de esa 
manera, se evita realizar continuamente conteos en placa de distintos ensayos. La 
ecuación lineal que mejor ajustó a la recta es A= 1,358 x 10-9. UFC/mL + 0,003 (R2= 
0,9917).  
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Figura 3.1. Curva de calibración de absorbancia vs UFC/mL para cultivos de P. aeruginosa 
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Siguiendo el procedimiento mencionado anteriormente, se realizó la curva de 
calibración de S. aureus, la cual se muestra en la Figura 3.2. El mejor ajuste se logró 
con la ecuación A = 1,14 x 10-9 . UFC/mL + 0,059 (R2= 0,993).  
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Figura 3.2. Curva de calibración de absorbancia vs UFC/mL para cultivos de S. aureus 
 
 
En resumen, con la ecuación correspondiente se puede determinar el valor de 
las UFC/mL de un cultivo mediante la medida de la absorbancia. Este método es más 
rápido y directo que el recuento en placa, aunque menos preciso. Se utilizó en los 
casos en los que era necesaria una estimación del número de células en un dado 
cultivo. 
 
 
3.2.2 Curva de crecimiento 
Antes de abordar cualquier ensayo microbiológico es de vital importancia 
conocer la curva de crecimiento de la cepa bacteriana, dado que ésta describe parte 
del ciclo de vida de una población microbiana. 
Para realizar las curvas de crecimiento de ambas bacterias se emplearon sendos 
frascos de Erlenmeyer conteniendo 100 mL de caldo nutritivo estéril. Éstos se 
inocularon con una suspensión bacteriana con una A586nm =0,05. El frasco se incubó a 
una temperatura de 30°C con agitación mecánica a 250 rpm durante 24 hs. Se analizó 
el crecimiento bacteriano tomando muestras de 1 mL (durante las 3 primeras horas) y 
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0,5 mL (durante las 21 hs posteriores) y se midió en cada caso la DO con un 
espectrofotómetro UV-visible. Los ensayos se realizaron por triplicado en forma 
independiente y con los datos se obtuvieron las desviaciones estándar de cada punto 
de crecimiento. 
La curva de crecimiento obtenida para P. aeruginosa se muestra en la Figura 3.3 
y la de S. aureus en la Figura 3.4.  
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Figura 3.3. Curva de crecimiento en medio liquido de P. aeruginosa en la que se graficó la absorbancia 
en función del tiempo. 
 
En la Figura 3.3 se observa que P. aeruginosa tiene una fase de latencia de 
aproximadamente 1 h y que la fase exponencial tiene una duración de 8 hs. Luego de 
este tiempo el cultivo entra en fase estacionaria (el número de microorganismos se 
mantiene aproximadamente constante en el tiempo). Luego de 20 hs se forma un 
biofilm sobre las paredes del frasco de Erlenmeyer a pesar de la agitación del cultivo, 
lo que ocasionó una pérdida de la homogeneidad del cultivo bacteriano. Por lo tanto, 
las medidas de absorbancia a tiempos mayores que 20 hs no son representativas de la 
biomasa del cultivo. 
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Figura 3.4. Curva de crecimiento en medio líquido de S. aureus en la que se graficó la absorbancia en 
función del tiempo. 
 
 
En la Figura 3.4 se muestran las distintas fases del crecimiento de S. aureus, en 
la que la fase de latencia tiene una duración de 1h y la fase exponencial finaliza a las 10 
hs. Luego de este tiempo comienza la fase estacionaria, en la cual el número de células 
se mantiene aproximadamente constante. Luego de 20 hs se forman aglomerados que 
precipitan al fondo del frasco de Erlenmeyer, ocasionando la pérdida de 
homogeneidad del cultivo bacteriano. 
En el presente Trabajo de Tesis se trabajó con poblaciones de microorganismos 
que se encuentran en fase exponencial, tanto para P. aeruginosa como para S. aureus. 
 
 
3.3. Condiciones experimentales para el estudio de la capacidad 
bactericida de las NPs Ag sobre bacterias planctónicas  
 
Para poder determinar la eficacia de las NPs Ag como agente microbicida se 
requieren métodos en los que se pueda medir la viabilidad de los microorganismos 
luego de la exposición de éstos a las NPs. Esta determinación en general se realiza 
empleando métodos de evaluación y criterios estándar usados para antibióticos en la 
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práctica microbiológica, tales como discos de difusión o halo de inhibición y dilución en 
caldo [24].  
En esta sección se describen de manera general los ensayos realizados para 
evaluar la capacidad bactericida de las NPs Ag sobre bacterias planctónicas.    
 
 
3.3.1 Halo de inhibición  
 El método de halo de inhibición o difusión en ágar es un método utilizado 
habitualmente en diagnóstico [25] que permite determinar la dosis requerida de un 
determinado agente antimicrobiano para erradicar uno o varios microorganismos. Se 
puede usar para determinar la susceptibilidad de la cepa frente a distintos antibióticos 
o a un intervalo de concentraciones de un mismo agente antimicrobiano. En este 
método, una cantidad determinada del microorganismo (en UFC/mL) se siembra sobre 
la superficie de un medio sólido de cultivo (ágar) y sobre ésta se disponen discos de 
papel embebidos con una concentración determinada de agente microbicida. Luego de 
un período de incubación, se determina el diámetro del halo alrededor del papel de 
filtro causado por la inhibición del crecimiento del microorganismo ante la presencia 
del agente microbicida. Una mayor distancia desde el disco hasta la zona en la que se 
desarrollan las colonias (halo) indica una mayor susceptibilidad de las bacterias ante el 
agente agregado. La ventaja de este método es la posibilidad de evaluar múltiples 
antibióticos y concentraciones a la vez frente a uno o varios microorganismos. Sin 
embargo, la utilización de la técnica dependerá siempre de la difusión del agente en el 
medio [24, 26]. 
Para el ensayo, cuyos resultados se muestran en el Capítulo 5 sección 5.2.1, se 
preparó un cultivo bacteriano en caldo nutritivo estéril con agitación mecánica 
continua a 250 rpm a 30°C hasta alcanzar la fase exponencial media. Luego se tomó 
una alícuota de 10 µL con una concentración de 108 UFC/mL de P. aeruginosa y se 
sembró en un placa de Petri conteniendo ágar Mueller Hinton. Sobre el ágar recién 
sembrado se colocó un disco de papel de filtro circular (diámetro de 1 cm, marca 
Whatman) embebido con una dispersión de NPs Ag de concentración 294 µM de Ag. 
Las placas fueron incubadas a 30°C por 24 hs. Transcurrido el tiempo de incubación se 
 
Capítulo 3: Caracterización microbiológica 60 
 
observó la presencia de un halo de inhibición alrededor del disco. Este ensayo se 
realizó por triplicado de manera independiente. 
 
 
3.3.2 Dilución en caldo: determinación de la concentración mínima bactericida  
En el método de dilución en caldo se expone una cantidad determinada de 
UFC/mL a un intervalo de concentraciones del agente microbicida por 20 hs, 
generalmente en diluciones 1:2, en tubos de ensayos con medio de cultivo líquido o 
caldo donde crecerá el microorganismo elegido. El medio más comúnmente usado es 
el Mueller Hinton [24]. El agente se prepara en una solución madre concentrada que es 
diluida en caldo hasta obtener las concentraciones apropiadas. Además, se preparan 
tubos de ensayo sin microbicida como control de crecimiento del microorganismo. El 
microorganismo crecerá en ausencia del agente bactericida (control) y en aquellos 
medios en los que su concentración no sea suficiente para inhibir su crecimiento. Sin 
embargo, a medida que aumenta la concentración del agente microbicida se inhibirá 
completamente el crecimiento del microorganismo. Por último, mediante recuento en 
placa se determina el número de las bacterias que sobrevivieron al tratamiento. Con 
este método es posible evaluar un intervalo de concentraciones del agente microbicida; 
sin embargo, es más laborioso de realizar comparado con el método anterior y no se 
pueden evaluar efectos en función del tiempo [24, 26] 
Por otra parte, al evaluar la capacidad bactericida de los agentes 
antimicrobianos es necesario determinar la concentración del agente necesario para 
inhibir o eliminar determinado microorganismo de manera eficiente. Con este método 
se puede determinar la concentración mínima inhibitoria (CMI) y la concentración 
mínima bactericida (CMB) en condiciones estándares. La CMI se refiere a la 
concentración más baja de agente bactericida que inhibe el crecimiento de los 
microorganismos dentro de una serie de diluciones [26]. En el caso del método de 
dilución en caldo, en la CMI hay ausencia de turbidez (indicio de crecimiento). La 
concentración mínima bactericida (CMB) se define como la concentración de agente 
bactericida necesaria para matar el 99,9% de la población microbiana [26, 27]. En el 
método de dilución en caldo, la CMB se determina enfrentando un cultivo conteniendo 
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una determinada concentración de bacterias con una serie de diluciones del agente 
microbicida y cuantificando las bacterias viables después de 24 hs de tratamiento 
por recuento en placa (Figura 3.5).  
Figura 3.5. Esquema de la determinación de la concentración mínima bactericida 
La CMB de las NPs Ag se determinó tanto para P. aeruginosa como para S. 
aureus. Debido a que las NPs Ag no resultaron ser estables en los medios de cultivo 
líquidos ensayados (caldo nutritivo, caldo Mueller Hinton y caldo Luria Bertani) (Ver 
Capítulo 5, sección 5.2.2), los ensayos de determinación de la CMB se realizaron en un 
medio mínimo suplementado de tal manera de asegurar el crecimiento bacteriano.  
El medio usado fue un buffer fosfato al que se le adicionaron glucosa, manitol y 
glicina como nutrientes necesarios para el crecimiento. La composición fue de 5 g/L de 
manitol, 5 g/L de glucosa y 10 g/L de glicina. Por otra parte, el medio fue evaluado 
antes de realizar los ensayos para saber si era apto para el crecimiento microbiano. 
Para ello se resuspendieron 105 UFC/mL de bacterias en el medio y se incubaron por 
24 hs a 30°C. Luego de ese tiempo se observó una leve turbidez, indicando que las 
bacterias fueron capaces de crecer y duplicarse en el medio. Se cuantificó el número 
de bacterias viables mediante recuento en placa, encontrándose un aumento de un 
orden de magnitud de las UFC/mL con respecto al inóculo inicial.  
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Las concentraciones de NPs Ag evaluadas fueron 0; 0,1; 0,4; 0,78; 1,6; 3,12; 
6,25; 12,5; 25, 50, 75 µM de Ag (expresadas como concentración de Ag total). Las NPs 
Ag fueron agregadas al medio preparado con una concentración final según el 
intervalo elegido; a continuación se adicionó una alícuota de 1x 105 UFC/mL y se 
incubó por 24 hs a 30°C. Al finalizar el tiempo de incubación se tomó una alícuota de 
100 µL y se realizó recuento en placa para contar las colonias viables después de la 
exposición a las diferentes concentraciones de NPs Ag. El ensayo se realizó al menos 3 
veces. Se realizó un análisis estadístico mediante ANOVA (análisis de la varianza) de un 
factor con un p=0,05 para obtener resultados estadísticamente significativos. 
3.4 Condiciones experimentales para el estudio de la formación 
de biofilms sobre superficies 
En el presente Trabajo de Tesis se realizaron diversos ensayos con biofilms de P. 
aeruginosa y de S. aureus con el objetivo de comparar la adhesión y la formación de 
biofilms sobre la superficie de los diferentes sustratos (titanio, titanio modificado con 
NPs Ag y Ag masiva). 
3.4.1 Formación de biofilms sobre distintos sustratos 
Los ensayos con P. aeruginosa se realizaron a partir de un inóculo preparado en 
en ágar nutritivo inclinado (pico de flauta) que se resuspendió en 150 mL de caldo 
nutritivo estéril. Se creció a 30°C por 24 hs con agitación mecánica. Al finalizar el 
tiempo se midió la A586nm que corresponde a ≈1010 UFC/mL por encima del intervalo 
de la curva de calibración. El cultivo preparado fue usado para armar un nuevo cultivo 
fresco en caldo nutritivo con una A586nm de aproximadamente 0,05. Se incubó a 30°C 
con agitación mecánica hasta alcanzar la fase exponencial media, a este cultivo se 
denominó cultivo madre.  
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Los cultivos usados para exponer los diferentes sustratos se prepararon a partir 
de un inóculo del cultivo madre resuspendido en 50 mL de caldo nutritivo estéril de 
manera de alcanzar una concentración final en el rango 2,5 - 4 x 109 UFC/mL ó 1 x 108 
UFC/mL (dependiendo del ensayo a realizarse). Los sustratos fueron sumergidos 
verticalmente en el cultivo por 4 h a 30°C para permitir la formación del biofilm sobre 
la superficie. Transcurrido ese tiempo se retiraron, se enjuagaron con agua desionizada 
estéril para retirar aquellos microorganismos débilmente adheridos, y por último se 
secaron al aire.     
Los ensayos con S. aureus se realizaron a partir de un inóculo preparado en 
ágar nutritivo de la bacteria resuspendido en 150 mL de caldo nutritivo estéril. Se 
creció a 30°C por 24 hs con agitación mecánica. Al finalizar el tiempo, se midió la A586nm 
que corresponde a ≈109 UFC/mL. Siguiendo el mismo procedimiento y condiciones 
que P. aeruginosa , se expusieron los sustratos a una concentración final de 1 x 108 
UFC/mL de a partir de un cultivo fresco en fase exponencial. Luego, se siguieron los 
mismos pasos mencionados para P. aeruginosa para obtener un biofilm sobre la 
superficie de los sustratos.  
3.4.2 Viabilidad de las bacterias adheridas sobre distintos sustratos 
La formación de biofilms sobre sustratos consta de varias etapas, como se ha 
descripto en el Capítulo 1. Para el presente Trabajo de Tesis es de sumo interés la 
etapa de adhesión de los microorganismos sobre la superficie, la cual se ve afectada 
por varios factores, entre ellos la naturaleza del microorganismo, las características del 
ambiente en el que crece el biofilm y las características fisicoquímicas de la superficie 
en estudio. Para analizar la viabilidad de las bacterias adheridas sobre diferentes 
sustratos se utilizaron dos técnicas: microscopía de epifluorescencia y recuento en 
placa de las bacterias adheridas. A continuación se detallará cada una de estas 
técnicas.  
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3.4.2.1 Microscopia óptica de epifluorescencia 
La microscopía óptica permite el análisis de muestras con una resolución de 
aproximadamente 0,2 µm. En el caso de bacterias permite observar la morfología 
individual o grupal y la presencia de esporas. Se puede obtener mayor resolución si se 
utilizan lentes de inmersión en aceites especiales, pero se debe tener en cuenta que la 
muestra no se podrá recuperar o volver a utilizar. La microscopía óptica tradicional 
utiliza luz transmitida, por lo que las muestras biológicas a observar deberán estar 
soportadas sobre sustratos transparentes como vidrio, ágar o cajas de Petri. En el caso 
de biofilms formados sobre superficies opacas se utiliza la reflexión del haz de luz 
producida por medio de un reflector de vidrio plano sobre la superficie de la muestra. 
Por otro parte, para el estudio de los biofilms es adecuado el uso de microscopía de 
epifluorescencia, la cual provee información morfológica, estructural y metabólica de 
las células. En esta técnica se realiza una tinción con un colorante que fluorece al ser 
iluminado con luz visible.  
En el presente Trabajo de Tesis se utilizó un microscopio óptico Olympus BX-51 
y filtros U-MWG2 (con un filtro de excitación en 510-550 nm y emisión en 590 nm) y U-
MWB2 (con una filtro de excitación en 460-490 nm y emisión en 520 nm). Los 
colorantes fluorescentes usados fueron naranja de acridina y el kit comercial 
LIVE/DEAD BacLight®  
3.4.2.1.1Tinción con el Kit LIVE/DEAD BacLight® 
El kit comercial está compuesto por dos colorantes fluorescentes: uno verde, 
denominado SYTO9®, y otro rojo, yoduro de propidio (PI)[28, 29]. Los colorantes se 
fijan a los ácidos nucleicos de las células pero difieren en la capacidad de penetrar a las 
células. El mecanismo de acción se basa en la integridad de la membrana de las células. 
El colorante SYTO9® es capaz de penetrar en todas las células, posean su membrana 
dañada o no, mientras que el yoduro de propidio sólamente es capaz de penetrar en 
aquellas células que se encuentran dañadas. Por lo tanto, las células dañadas o con 
pérdida de la integridad de membrana emiten fluorescencia de color rojo (el yoduro de 
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propidio reduce la fluorescencia verde del SYTO9®), mientras una célula con la 
membrana intacta emite fluorescencia de color verde.  
Para los ensayos con P. aeruginosa, se preparó una mezcla de ambos colorantes 
en iguales proporciones, para lo cual se emplearon 3 µL de cada uno de ellos y se 
llevaron a 1 mL con agua desionizada estéril. Posteriormente se colocaron 20 µL de la 
mezcla sobre el biofilm de P. aeruginosa formado sobre las diferentes superficies y se 
mantuvo en oscuridad durante 20 minutos. Al finalizar ese tiempo se enjuagó con agua 
desionizada estéril y se observó en el microscopio de epifluorescencia para determinar 
la viabilidad de las bacterias. Los filtros usados fueron U-MWG2 (una excitación entre 
510 y 550 nm y emisión a 590 nm), el que permite observar tanto las bacterias vivas 
como las dañadas con una coloración verde y U-MWB2 (excitación entre 460 y 490 y 
emisión a 520 nm), con el que se observaron las bacterias dañadas con una coloración 
roja. 
En el caso del biofilm de S. aureus, se preparó una mezcla diferente del kit, ya 
que las características del microorganismo (por ejemplo, su pared celular) son distintas 
a las de P. aeruginosa. Para ello se emplearon 1,5 µL de cada uno de los colorantes y se 
llevaron a 3 mL con agua desionizada estéril. A continuación se realizó el mismo 
procedimiento descripto para P. aeruginosa.  
Tanto para P. aeruginosa como para S. aureus se obtuvieron imágenes de 
epifluorescencia de las bacterias adheridas a los diferentes sustratos y se adquirieron 
varias imágenes de diferentes zonas de la superficie. Para ello se dividió la superficie 
en una cuadricula de 9 zonas, tomándose al menos 2 imágenes de cada una de ellas. 
Las imágenes fueron analizadas con el software Image J (National Institute of Health, 
Bethesda, MD, Estados Unidos).  
En ambos casos el porcentaje de bacterias adheridas viables se calculó según la 
ecuación (1)  
% 𝑑𝑒 𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒𝑠 =  á𝑟𝑒𝑎 𝑐𝑢𝑏𝑖𝑒𝑟𝑡𝑎 𝑝𝑜𝑟 𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒𝑠á𝑟𝑒𝑎 𝑐𝑢𝑏𝑖𝑒𝑟𝑡𝑎 𝑝𝑜𝑟 𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒𝑠 𝑦 𝑚𝑢𝑒𝑟𝑡𝑎𝑠 𝑥 100    (ec 3.1) 
mientras que el porcentaje de adhesión (bacterias adheridas) se calculó con la 
ecuación (2)  
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% 𝑑𝑒 𝑎𝑑ℎ𝑒𝑠𝑖ó𝑛 = á𝑟𝑒𝑎 𝑐𝑢𝑏𝑖𝑒𝑟𝑡𝑎 𝑝𝑜𝑟 𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑠á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑖𝑚𝑎𝑔𝑒𝑛 𝑥 100     (ec. 3.2) 
Los ensayos con el kit y la posterior observación por microscopía de 
epifluorescencia se realizaron por triplicado y de manera independiente. Se realizó un 
análisis estadístico mediante ANOVA de un factor con un p= 0,05 a fin de poder 
obtener resultados estadísticamente significativos. 
3.4.2.1.2 Tinción con naranja de acridina 
En algunos casos se empleó la tinción con naranja de acridina (N,N,N’, N’ 
tetrametilacridina, según la nomenclatura de IUPAC), el cual es un colorante catiónico 
selectivo para los ácidos nucleicos y se utiliza para el estudio de formación de vacuolas 
lisosomales, autofagia y apoptosis. Este colorante interactúa con las moléculas de ADN 
y ARN por intercalación o mediante fuerzas electróstaticas. Cuando el colorante se 
asocia al ADN presenta un máximo de excitación a 502 nm y una emisión a 525 nm, en 
el rango del verde. En el caso del ARN, la excitación máxima se produce a 460 nm 
(color azul) y la emisión máxima a 650 nm (color rojo). Cuando las células están 
metabólicamente activas contienen grandes cantidades de ARN y, por lo tanto, si 
entran en contacto con el colorante tendrán una fluorescencia naranja[30].  
Los biofilms fueron teñidos con 20 µL de una solución de 0,05% P/V de naranja 
de acridina extendida sobre la superficie de los mismos. Los sustratos se mantuvieron 
en oscuridad por 5 minutos y se observaron por microscopía de epifluorescencia. 
3.4.2.2 Recuento en placa de las bacterias adheridas 
El recuento en placa o de colonias, como se ha mencionado anteriormente, es 
un método microbiológico que permite cuantificar el número de células capaces de 
formar una colonia. Para poder analizar el número de bacterias adheridas viables sobre 
las superficies de los distintos sustratos se realizó el recuento en placas desprendiendo 
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las bacterias adheridas con ayuda de baño de ultrasonido durante un tiempo 
determinado, de manera tal de no generar daño celular mediante este procedimiento. 
En primer lugar se comprobó que el tratamiento mediante baño de ultrasonido 
no generara una disminución en la viabilidad de las bacterias. Para esto se comparó el 
número de bacterias planctónicas viables de S. aureus con y sin tratamiento por baño 
de ultrasonido usando recuento en placa de las bacterias viables. Para ello se preparó 
un cultivo de S. aureus en caldo nutritivo a 37°C, se tomó una suspensión celular y se 
ajustó a 107 UFC/mL en medio de cultivo fresco. La suspensión bacteriana fue 
distribuida en alícuotas de 2 mL en cuatro tubos de vidrio (2 como control y 2 para 
tratamiento con ultrasonido). Los tubos tratados fueron sumergidos en un baño de 
ultrasonido de 40kHZ y 160 W a una temperatura de 37°C por 15 minutos. Los tubos 
control fueron incubados a 37°C por 15 minutos sin recibir tratamiento por ultrasonido. 
Finalizado el tiempo se determinaron las bacterias viables en la suspensión tratada 
(baño de ultrasonido) y sin tratar (control) mediante recuento en placa en ágar 
nutritivo. El número de bacterias viables en los tubos tratados en baño de 
ultrasonido fue de  3,75 ± 0,92 × 107 UFC/mL, mientras que en los tubos control fue 
de 3,15 ± 1,63 ×107 UFC/mL. Por lo tanto, el ensayo demostró que no había diferencia 
significativa en el número de bacterias viables con y sin tratamiento.  
La desagregación completa de un biofilm por baño de ultrasonido es una 
cuestión que suele generar dudas, ya que se podría estar subestimando el número de 
bacterias sésiles. Bjerkan et al. demostraron que este tratamiento es eficiente para 
desprender bacterias de un biofilm de S. aureus sobre superficies de Ti [31]. A su vez, 
el tratamiento por ultrasonido es comúnmente usado para averiguar el número de 
bacterias adheridas sobre una superficie por dilución en placa, como se explica a 
continuación. Unos de los métodos más ampliamente empleados para averiguar la 
susceptibilidad de los biofilms a los antibióticos en diagnóstico clínico es el dispositivo 
de Biofilms de Calgary (CBD, de su sigla en inglés). Sobre la superficie de este 
dispositivo se forman biofilms que serán expuestos a antibióticos o a algún otro agente 
microbicida. Las bacterias sésiles que los forman se desagregan empleando baño de 
ultrasonido y son cuantificadas mediante recuento en placa [32]. El CBD es usado con 
cepas patogénicas como P. aeruginosa ATCC, S. aureus y E. coli [32, 33].  
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Con respecto al tiempo de tratamiento por ultrasonido elegido para el 
desprendimiento de las bacterias sésiles, se realizó un ensayo a distintos tiempos con P. 
aeruginosa sobre superficies de Ti. Para esto se formaron biofilms bacterianos sobre 
superficies de Ti durante 4 hs a 30°C; se retiraron los sustratos, se enjuagaron con agua 
desionizada estéril y se sumergieron en tubos de vidrio con 1 mL de caldo nutritivo 
estéril. Se sumergieron en el baño de ultrasonido por 5, 15, 20 y 30 minutos. En cada 
caso al finalizar el tiempo se retiraron los sustratos del baño de ultrasonido y se realizó 
el recuento en placa de la suspensión bacteriana. Se observó que a 15 minutos se 
obtenía el mismo número de bacterias viables que a tiempos mayores. Por lo tanto se 
decidió usar ese tiempo, ya que asegura el desprendimiento de las bacterias sin 
ocasionar daños a las células. A su vez, se corroboró el desprendimiento total de las 
bacterias de la superficie por microscopía de epifluorescencia tiñendo el sustrato con 
naranja de acridina y confirmando la ausencia de bacterias sobre la superficie. 
Una vez seleccionadas las condiciones de trabajo se formaron los biofilms 
bacterianos sobre las distintas superficies, tal como se describió en la sección anterior. 
Posteriormente se retiraron los distintos sustratos de los cultivos, se enjuagaron con 
agua desionizada estéril y se sumergieron en 1 mL de caldo nutritivo estéril para 
llevarlos al baño de ultrasonido en las condiciones elegidas (15 minutos a 40kHZ con 
una potencia de 160 W). Luego se tomaron 100 µL de la suspensión y se realizaron 
diluciones seriadas para que la población bacteriana fuera lo suficientemente baja 
como para obtener placas con medio sólido de 30 a 300 colonias, rango en el cual se 
puede diferenciar una colonia de otra sobre el ágar (Figura 3.6). De cada dilución se 
tomaron 100 µL y se extendieron sobre placas de Petri con ágar nutritivo. Las placas se 
incubaron a 30°C por 24 hs en forma invertida. Los ensayos fueron realizados por 
triplicado y de manera independiente. Se realizó un análisis estadístico mediante 
ANOVA de un factor con un p= 0,05 para obtener resultados estadísticamente 
significativos. 
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Figura 3.6. Esquema correspondiente al ensayo de recuento en placas de las bacterias sésiles 
desprendidas de los sustratos de Ti mediante baño de ultrasonido. 
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Capítulo 4 
Síntesis y caracterización de nanopartículas de Ag 
4.1 Introducción 
Las nanopartículas (NPs) se pueden definir en el sentido más estricto como 
nanomateriales en los que todas sus dimensiones están entre 1 y 100 nm [1]. Las NPs 
se pueden obtener mediante métodos “bottom-up“ (de abajo hacia arriba) o “top-
down” (de arriba hacia abajo). En los denominados métodos “bottom-up“ se 
construyen estructuras complejas a partir de otras más simples mediante, por 
ejemplo, técnicas de autoensamblado. Por otra parte, en los métodos “top-down” se 
parte de sistemas de complejidad o tamaño mayores y éstos se van reduciendo hasta 
alcanzar las dimensiones deseadas. Los métodos más usados, por su rapidez, simpleza 
y por la calidad de las nanoestructuras obtenidas, son los “bottom- up”, entre los 
cuales se pueden nombrar la reducción de una sal mediante un agente reductor en 
fase acuosa [2-5] u orgánica [6, 7], o bien mediante métodos electroquímicos [8-10], 
fotólisis[11] o empleando procesos de metabolismo bacteriano (química verde) [12], 
entre otros.  
En las síntesis de nanopartículas metálicas basadas en la reducción en solución 
de una sal mediante un agente reductor, las reacciones en general se llevan a cabo en 
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presencia de un agente estabilizante, el cual tiene la función de recubrir la superficie 
de las NPs, controlando de esa manera el tamaño de las mismas y evitando su 
aglomeración[13]. El primer trabajo acerca de la reducción química de una sal de un 
metal de transición en presencia de un agente estabilizante para generar un coloide 
(en este caso, de oro) en un medio acuoso fue publicado por Faraday en el año 1857 
[14]. Faraday denominó a estos coloides como “soles“. Casi un siglo más tarde 
Turkevich et al. reprodujeron muchos de esos métodos y lograron obtener NPs 
estables y con tamaños más definidos[15]. El método de Turkevich et al. se basa en la 
reducción de una sal de oro (HAuCl4) con varios agentes reductores, entre ellos el 
citrato de sodio, generando NPs de un tamaño aproximado de 20 nm. Por otra parte, 
estos mismos autores pudieron proponer un mecanismo que involucra los siguientes 
pasos: nucleación, crecimiento y estabilización (Figura 4.1)[15]. En trabajos anteriores, 
como en los de La Mer et al.[16, 17], se había establecido ya un mecanismo de 
nucleación y crecimiento pero para soles de azufre. Lamentablemente este mecanismo 
no siempre puede ser aplicado a otros sistemas [18].  
Generalizando, la primera etapa de formación de las dispersiones coloidales 
metálicas es la nucleación, la cual comienza con la reducción de la sal metálica 
mediante un reductor adecuado para obtener átomos de metal con un estado de 
oxidación igual cero. Los átomos metálicos pueden colisionar con iones metálicos o 
aglomerados de átomos y formar un núcleo metálico denominado semilla. La segunda 
etapa consta del crecimiento de estos núcleos, mediante la difusión y la transferencia 
de masa de los iones metálicos o átomos metálicos presentes en la solución hacia la 
superficie de dichos núcleos, siendo los factores más importantes el gradiente de 
concentración y la temperatura [19, 20]. Por último, la estabilidad de las dispersiones 
coloidales depende de la presencia de un agente estabilizante, el cual recubre la 
superficie de las NPs, evitando su aglomeración (Figura 4.1) [21]. Dependiendo de la 
naturaleza química de las moléculas estabilizantes la estabilidad de las dispersiones 
puede deberse a interacciones electrostáticas o a factores estéricos. La estabilización 
electrostática implica la repulsión culómbica entre partículas causada por la doble capa 
eléctrica formada por los iones adsorbidos en la superficie de las NPs (por ejemplo, 
citrato de sodio). En el caso de la estabilización estérica, las moléculas orgánicas 
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(polímeros, surfactantes) actúan como un escudo protector sobre la superficie de las 
NPs. Como ejemplo se puede mencionar que para NPs Ag se utiliza polivinil alcohol 
(PVP)[22], bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) [23] o almidón [24]. Los factores 
cruciales que se deben considerar durante todo el proceso de la síntesis son la 
concentración del agente reductor y del estabilizante, la temperatura, el pH y la fuerza 
iónica, ya que éstos controlarán el tamaño y la forma de las NPs obtenidas[19]. 
Figura 4.1. Esquema de la formación de NPs metálicas en solución. 
Los primeros métodos de síntesis de NPs Ag descriptos fueron el método de 
Lee-Miesel et al. [25] y el método de Creighton et al. [26]. El método de Lee-Miesel, se 
basa en una variación del método de Turkevich et al. en el que se emplea una sal de Ag 
(AgNO3) en lugar de una sal de Au (HAuCl4) y citrato de sodio como agente reductor. 
Como resultado se obtienen NPs Ag con un amplio rango de distribución de tamaños 
[25]. Por otra parte, el método de Creighton consiste en la reducción de AgNO3 con un 
agente reductor fuerte como NaBH4, obteniendo NPs monodispersas y con un tamaño 
de aproximadamente 10 nm.  
En la literatura hay una gran variedad de métodos de síntesis, los cuales se 
pueden dividir en “tradicionales” y “no tradicionales”. Los métodos tradicionales son 
aquéllos que están basados en los métodos nombrados anteriormente, en los que la 
síntesis se lleva a cabo en solución y se obtienen NPs por reducción química de una sal 
de Ag. Estos métodos utilizan diversas sales de Ag, como AgClO4, Ag(NH3)2 y AgNO3, y 
agentes estabilizadores para evitar la agregación tales como alcanotioles [27], 
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surfactantes [28], polímeros [29], azúcares [24] y hasta dendrímeros [30, 31]. Además, 
los agentes estabilizadores pueden generar partículas anisotrópicas con formas 
diversas determinadas [32], como resultados de diferentes afinidades a una o varias 
caras atómicas cristalinas, favoreciendo el crecimiento sobre otras caras [33-35]. Este 
efecto es deseado para obtener NPs con formas determinadas, como triángulos [36], 
estrellas [37], entre otras. Los métodos no tradicionales incluyen aquellos en los que la 
síntesis de las NPs Ag se lleva a cabo por diversas técnicas como reducción por altas 
temperaturas en matrices porosas [38, 39], por condensación en fase vapor de un 
metal sobre un soporte sólido [40], ablación láser [41], fotorreducción de los iones Ag 
[42], electrólisis de una solución de iones Ag [43] y métodos biológicos en los cuales el 
proceso de reducción se lleva a cabo con la participación de microorganismos [44, 45].  
Los métodos mencionados representan sólo una parte de los informados en la 
literatura; cada uno de ellos posee ventajas y desventajas y en consecuencia, la 
elección de la síntesis dependerá de la naturaleza de la aplicación de la NPs. Por 
ejemplo, para catálisis generalmente es deseable emplear NPs de menor tamaño, sin 
importar la fase en la que están dispersas, ya sea acuosa u orgánica, mientras que para 
aplicaciones biológicas se buscan NPs en fase acuosa (generalmente en condiciones 
fisiológicas) y con recubrimientos biocompatibles como citrato, azúcares o polímeros.  
Una característica muy notable de ciertas NPs metálicas es su interacción fuerte 
y específica con la radiación electromagnética. El color que presenten las dispersiones 
de NPs dependerá del tamaño y la forma de las partículas (ya que éstos determinan la 
longitud de onda de la luz que pueden dispersar y transmitir), mientras que la 
intensidad del color dependerá de su concentración. Las propiedades ópticas únicas de 
algunas NPs metálicas se originan en las oscilaciones colectivas de los electrones de 
conducción del metal, los cuales, al ser excitados por la radiación electromagnética, 
generan un efecto denominado resonancia plasmónica de superficie (SPR)[46, 47]. 
Entre los metales que presentan este efecto (Ag, Au y Cu), la Ag es la que presenta 
mayor intensidad de la banda de SPR, mientras que el Au y el Cu poseen intensidades 
más débiles. Por tal motivo las NPs Ag son capaces de transmitir la luz con gran 
intensidad a bajas concentraciones en comparación con cualquier otra partícula del 
mismo tamaño [48-50]. En una partícula metálica los electrones de las capas de 
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valencia son libres de moverse dentro de la partícula del metal, lo que confiere a ésta 
una alta conductividad. No obstante, cuando la luz incide sobre una de estas partículas 
se induce un dipolo eléctrico debido al desplazamiento de una parte de los electrones 
móviles deslocalizados producido por el campo eléctrico de la luz. En consecuencia, 
esto genera una densidad de carga negativa en una región de la partícula [50]. En 
partículas pequeñas, del orden de 2 nm de diámetro, se producen dipolos, mientras 
que en partículas más grandes (a partir de aproximadamente 30 nm) se produce un 
cuadrupolo y, en general, multipolos [13]. Por lo tanto, las propiedades ópticas de las 
NPs metálicas dependen de características tales como su tamaño, forma, composición, 
estructura y la presencia de una capa de moléculas en su superficie [51, 52]. 
En el presente capítulo se detallarán las distintas síntesis ensayadas para la 
obtención de NPs Ag monodispersas y estables en dispersión acuosa. Éstas se 
realizaron por diversos métodos, entre los cuales podemos mencionar una variación 
del método de Turkevich, una síntesis basada en la reacción de Tollens y diferentes 
síntesis que consisten en la reducción de AgNO3 por NaBH4 con y sin el agregado de 
iones citrato (este último empleado como estabilizante). 
Todos los reactivos usados en los distintos ensayos fueron de grado analítico y 
las soluciones se prepararon con agua desionizada (con una resistividad de 18 
MΩ.cm). La caracterización de las NPs se realizó mediante espectroscopía de UV- 
visible y TEM. 
4.2 Métodos utilizados para la síntesis de NPs Ag 
4.2.1 Variación del método de Turkevich 
El método se basa en la reducción de una sal de AgNO3 con un agente 
reductor suave como el citrato de sodio [15]. Para obtener las NPs se llevaron a 
ebullición 100 mL de una solución 0,01 % p/v de AgNO3 a los cuales se les agregaron 
rápidamente 2 mL de una solución 1 % p/v de citrato de sodio, con la 
asistencia de agitación magnética. A los pocos segundos la mezcla de reacción 
adquirió un color amarillo 
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suave. Se retiró de ebullición y se dejó agitando por 15 minutos. El color de la solución 
final fue amarillo.  
Las NPs obtenidas fueron observadas por TEM, resultando ser bastante 
polidispersas en tamaño y forma. Se realizó una estimación del tamaño de las NPs, 
observándose un diámetro mínimo de 15 nm y un máximo de 96 nm (Figura 4.2). 
Asimismo se comprobó la formación de aglomerados, por lo que se concluyó que este 
método no era adecuado para preparar NPs con las características deseadas. 
Figura 4.2. Imagen de TEM de las NPs Ag obtenidas mediante una variación del método de Turkevich, la 
figura inserta muestra una región ampliada en la que se observan NPs Ag de diferentes tamaños. 
Imagen tomada en el Servicio de Microscopía Electrónica de la Facultad de Ciencias Veterinarias-UNLP. 
4.2.2 Método de Tollens 
El método se basa en la reacción típica de reducción de plata de Tollens, en 
la que el agente reductor es un azúcar con un grupo aldehído. En efecto, la reacción 
de Tollens es empleada para determinar si un compuesto posee un grupo cetona 
o un grupo aldehído. Esta reacción utiliza un complejo de Ag, [Ag(NH3)2]+  que en 
presencia de un compuesto con un grupo aldehído forma un espejo de Ag. Este 
proceso es empleado desde hace tiempo en la deposición de Ag sobre soportes 
sólidos para generar superficies especulares. La reacción principal de Tollens 
puede ser descrita mediante la siguiente ecuación química: 
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RCHO(aq) + 2 [Ag(NH3)2]+ + 2OH-    H20      2 Ag(s) + RCOOH(aq)+ 4NH3 + H2O 
La síntesis se realizó siguiendo el método usado por Yin et al. [53] a 30°C. La 
preparación de las NPs por este método involucra la utilización de 3 soluciones: una 
solución (A) 25% p/v de AgNO3 y 30% p/v de NH3; una solución activadora (B) 10% p/v 
de NaOH y 8% p/v de NH3, y una solución reductora (C) 0,3 P/V de formaldehído y 30% 
p/v de sorbitol. Las NPs se sintetizaron mediante los siguientes pasos:  
(i) Se preparó una mezcla de las soluciones  A y B, para lo cual se tomó una alícuota de 
0,5 mL de la solución A y se llevó a 14 mL con agua desionizada. A ésta se le 
agregaron 0,5 mL de la solución B. La mezcla se llevó a un volumen final de 300 mL 
con agua desionizada y se la denominó ”SAB”. 
(ii) Se diluyeron 0,5 mL de la solución C en 300 mL de agua desionizada. Esta solución 
se denominó “SC”. 
(iii) En un frasco de Erlenmeyer se colocaron 0,9 mL de la solución SAB y 0,9 mL de la 
solución SC y se dejó en baño de ultrasonido durante 1 h a 30°C.  
Mediante este procedimiento, se obtuvieron dispersiones coloidales amarillas. Se 
realizaron varios intentos hasta obtener una dispersión coloidal que se mantuviera 
estable durante el proceso de la preparación de las mismas. Las nanopartículas 
sintetizadas se caracterizaron por espectroscopía de UV-vis y por TEM.  
El espectro de UV-visible de la solución de las NPs Ag mostró un pico de 
plasmones en aproximadamente 440 nm (Figura 4.3 a). Las NPs se observaron por 
TEM (Figura 4.3 b), pudiéndose observar que las mismas eran polidispersas en tamaño 
y forma. Se observó además la presencia de aglomerados. La dispersión no resultó 
estable y se produjo la precipitación de las NPs poco tiempo después de la síntesis, 
aproximadamente tres días de haber sido preparadas. Estos resultados poco 
alentadores llevaron a plantear otra estrategia de síntesis.  
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Figura 4.3. a) Espectro de UV-visible de las NPs obtenidas a 30°C y b) Imagen TEM de NPs Ag obtenidas 
según el método de Tollens a 30°C (colaboración con el Dr. M.S. Moreno del Centro Atómico Bariloche 
4.2.3. Métodos por reducción de AgNO3 con NaBH4 
En esta sección se describirán los diversos métodos de síntesis ensayados en el 
presente trabajo de tesis cuya característica común es la utilización de NaBH4 como 
agente reductor fuerte. 
4.2.3.1 Método en ausencia de iones  citrato 
Se siguió el protocolo de Mulfinger et al. [54]. La reacción química de 
reducción de la sal de AgNO3 mediante borohidruro de sodio es la siguiente: 
AgNO3 + NaBH4 Ag + ½ H2+ ½ B2H6 + NaNO3 
Se debe tener en cuenta que el NaBH4, al entrar en contacto con el agua, 
inmediatamente desprende H2 y se convierte en su forma iónica (BH4-); y esta especie 
estabiliza las NPs Ag por repulsión [54, 55]. En un frasco de Erlenmeyer se colocaron 
30 mL de una solución 0,02 M de NaBH4, manteniéndose en baño de hielo y con 
agitación magnética. Luego se agregaron gota a gota 2 mL de una solución 0,001 M de 
AgNO3. Una vez adicionada toda la solución de la sal se detuvo el agitador y se extrajo 
el frasco del baño de hielo-agua[56]. Las dispersiones coloidales así obtenidas tienen 
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color amarillo fuerte [25]. Las NPs fueron caracterizadas por espectroscopía de UV-vis 
y TEM (Figura 4.4). Se observaron NPs de distintos tamaños, algunas de las cuales se 
encontraban en forma de agregados, posiblemente porque no se separaron 
adecuadamente. Además el pico de plasmones obtenido fue ancho y de baja 
intensidad; por lo tanto, se descartó el método.  
Figura 4.4. a) Espectro de UV-visible de las NPs obtenidas por reducción con borohidruro de sodio sin 
citrato de sodio b) Imagen de TEM de las NPs Ag obtenida en el Servicio de Microscopía Electrónica de la 
Facultad de Ciencias Veterinarias-UNLP 
4.2.3.2 Métodos en presencia de iones citrato 
Estos métodos se basan en la reducción de AgNO3 con NaBH4 en presencia de 
iones citrato, los cuales actúan como recubrimiento de las nanopartículas, 
estabilizándolas por repulsión electrostática. A continuación se describirán los 
métodos usados. 
4.2.3.2.1 Método I: La preparación de las nanopartículas se realizó siguiendo el 
protocolo de Vertelov et al.[57]. En un frasco de Erlemeyer se colocaron 50 mL de una 
solución 3x10-4 M de citrato de sodio. Se adicionaron, gota a gota y con agitación 
magnética, 50 mL de una solución 3,7x 10-5 M de AgNO3 y por último se agregaron, 
también gota a gota, 100 mL de una solución 8,5x10-5 M de NaBH4. La mezcla se dejó 
agitando por unos minutos y se observó la aparición de un color amarillo tenue en la 
solución de síntesis. Las NPs obtenidas se caracterizaron por espectroscopía de UV-vis, 
observándose la ausencia de un pico de plasmones. En las imágenes de TEM se 
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observó una gran dispersión en el tamaño y la forma de las NPs (Figura 4.5). Asimismo 
se observaron impurezas, probablemente restos de los reactivos de síntesis. Por este 
motivo se decidió realizar modificaciones de ésta, ensayando diferentes relaciones de 
moles de los reactivos. 
Figura 4.5. Imagen de TEM de una dispersión de NPs Ag obtenidas por el Método I (3x10-4 M de citrato 
de sodio y a temperatura ambiente) tomada en el  Servicio de Microscopía Electrónica de la Facultad de 
Ciencias Veterinarias-UNLP. 
4.2.3.2.2 Método II: La síntesis se llevó a cabo siguiendo el protocolo de 
Schnippering et al. [58]. En un frasco de Erlemeyer se colocaron 0,5 mL de una 
solución 0,4 M de NaBH4 y se adicionaron 50 mL de una solución 2,5x10-4M de citrato 
de sodio y AgNO3 en partes iguales. La reacción se llevó a cabo a una temperatura de 
aproximadamente 0°C con agitación magnética por 10 minutos. El color final de la 
dispersión coloidal es amarillo tenue. Las NPs obtenidas fueron caracterizadas por 
espectroscopía de UV-visible y TEM. El espectro mostró un pico de plasmones doble, 
indicando posiblemente la presencia de dos poblaciones de NPs bien diferenciadas en 
tamaño (Figura 4.6). Las imágenes mostraron dispersión en tamaño y forma (Figura 
4.6), por lo que se planteó la necesidad de ensayar concentraciones diferentes de los 
reactivos para mejorar la síntesis. 
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Figura 4.6. a) Espectro de UV-visible de una dispersión coloidal de las NPs Ag obtenidas mediante el 
Método II (con una concentración de 2,5x10-4M de citrato de sodio y AgNO3 a 0° C) diluidas a la mitad 
con respecto a la dispersión madre y b) Imagen de TEM de NPs Ag obtenidas mediante el mismo método 
tomada en el  Servicio de Microscopía Electrónica de la Facultad de Ciencias Veterinarias-UNLP 
4.2.3.2.3 Método III: La síntesis se llevó a cabo siguiendo el protocolo de 
Schnippering et al. [58]. La diferencia con la síntesis anterior fue que se preparó con 
una concentración menor del agente reductor y que se trabajó a temperatura 
ambiente. En un frasco de Erlenmeyer con agitación magnética se colocaron 0,6 mL de 
una solución 0,1 M de NaBH4 y se adicionaron 20 mL de una solución 2,5x10-4 M de 
citrato de sodio y AgNO3 en partes iguales. La mezcla de reacción se mantuvo con 
agitación a temperatura ambiente durante 2 horas. El color final de la dispersión 
coloidal fue amarillo. Las nanopartículas obtenidas se caracterizaron por 
espectroscopía de UV-visible y TEM. El pico de plasmones estaba definido y en 
aproximadamente 400 nm (Figura 4.7 a). Las imágenes mostraron nanopartículas 
monodispersas en tamaño y forma (Figura 4.7 b). Sin embargo, las NPs fueron estables 
durante un periodo relativamente corto de tiempo (un mes), a pesar de haber estado 
almacenadas en ausencia de luz y a 4°C.  
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Figura 4.7. a) Espectro UV-visible de una dispersión coloidal de las NPs Ag obtenidas mediante el 
Método II diluidas a la mitad con respecto a la dispersión madre y b) Imagen de TEM de NPs Ag 
obtenidas mediante el mismo método tomada en el  Servicio de Microscopía Electrónica de la Facultad 
de Ciencias Veterinarias-UNLP  
4.2.3.2.4 Método IV: La síntesis se realizó en colaboración con la Dra. Céline 
Dablemont del "Institut des Sciences Moléculaires d'Orsay” (ISMO) [59]. La síntesis se 
realizó a una temperatura de 0°C y con una concentración elevada de agente reductor. 
A 1 mL de una solución 5x10-3M de AgNO3 se le adicionaron 16 mL de agua 
desionizada y 1 mL de una solución 1,7x10-5M de citrato de sodio a 0°C y con agitación 
magnética. Luego se adicionaron, gota a gota, 100 µL de una solución recién 
preparada 0,1M de NaBH4. La solución, incolora al principio, adquirió un color amarillo 
luego de 1 hora y 45 minutos a 0°C y con agitación. La relación en moles entre citrato 
y AgNO3 fue de 3,4. La concentración final de las nanopartículas obtenidas es de 
3,16x10-2 mg Ag/mL.  
Siguiendo este método se ensayaron diferentes variaciones de la síntesis en las 
que se modificó la relación de moles citrato/AgNO3 (1, 2, 4 y 5). También se cambió la 
temperatura de trabajo (temperatura ambiente en vez de 0 °C) y la forma en la que se 
agregó el agente reductor (en un solo paso en vez de gota a gota). Las nanopartículas 
sintetizadas con las modificaciones nombradas anteriormente fueron caracterizadas 
por TEM, observándose una gran dispersión en tamaño y forma (Figura 4.8). Además 
todas las dispersiones de NPs obtenidas mediante las distintas modificaciones de la 
síntesis fueron estables sólo por pocos días. 
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Figura 4.8. Imágenes de TEM de NPs Ag sintetizadas mediante el Método IV en presencia de iones 
citrato y a 0°C, bajo distintas condiciones, a)  relación citrato/ AgNO3: 1, b) relación citrato/ AgNO3: 2, c) 
relación citrato/ AgNO3: 4, d) relación citrato/ AgNO3: 5 y e) agregado del NaBH4 en un solo paso. Todas 
las imágenes se realizaron en el Servicio de Microscopía Electrónica de la Facultad de Ciencias 
Veterinarias-UNLP 
De todas las síntesis llevadas a cabo se seleccionó aquella realizada con una 
relación de moles de citrato y AgNO3 igual a 3,4, a una temperatura de 0°C y 
agregando el NaBH4 gota a gota, ya que las NPs obtenidas fueron las que presentaron 
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mayor estabilidad y fueron más monodispersas (Figura 4.9 y 4.10). El color de la 
dispersión coloidal de NPs fue amarillo fuerte. 
Las nanopartículas obtenidas en las condiciones elegidas de concentración y 
temperatura fueron caracterizadas por espectroscopía de UV-visible y TEM. El 
espectro de UV-visible mostró el pico de plasmones superficiales bien definido en 
aproximadamente 400 nm (Figura 4.9). Las imágenes de TEM mostraron NPs 
monodispersas en tamaño y forma, sin la presencia de aglomerados. Las imágenes 
fueron analizadas con el software Digital Micrograph para determinar de manera 
individual el diámetro de las NPs. Con los datos obtenidos se construyó un histograma 
y se analizó la distribución del tamaño de las NPs. El diámetro promedio fue de 6 + 2 
nm, con una distribución normal (Figura 4.10 b). Las mismas NPs fueron analizadas 
tres semanas después de la síntesis, mostrando un ligero aumento en el diámetro 
promedio (diámetro promedio 8 + 2,4 nm) debido a efectos de  “coarsening” 
(aumento del tamaño de las NPs) (Figura 4.10 c). Las NPs Ag resultaron ser estables 
durante meses. De todos los métodos descriptos, éste fue el de mayor éxito. 
Figura 4.9. Espectro de UV-visible de una dispersión de NPs Ag sintetizadas por el método IV (se realizó 
una dilución 1 en 4 con respecto a la dispersión madre) 
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Figura 4.10 a) Imagen de TEM de NPs recién sintetizadas junto con su histograma de distribución de 
tamaños y b) Imagen de TEM de NPs con tres semanas de envejecimiento junto con su histograma de 
distribución de tamaños. Colaboración con el Dr. M. S. Moreno del Centro Atómico Bariloche.  
A fin de establecer si las NPs Ag eran metálicas se realizaron en primer lugar 
medidas de XPS (ver Capítulo 6). Dado que no es posible establecer fácilmente una 
distinción entre Ago y óxidos de Ag, mediante esta técnica se determinó la 
composición de las NPs Ag preparadas mediante el análisis de imágenes de alta 
resolución de TEM por FFT (transformada de Fourier) y por difracción de rayos X 
asociada a la medida de TEM. En el análisis por FFT se midieron las distancias 
características en el espacio recíproco y se compararon con los patrones de 
difracción de rayos X obtenidos de la literatura (Joint Committee on Powder 
Diffraction Standards - JCPDS file no. 04-0783). Los valores obtenidos por FFT 
fueron congruentes con los patrones de difracción, dando como resultado que 
las NPs preparadas eran de Ag metálica, con una red cristalina cúbica centrada en 
las caras (FCC). Con los resultados de difracción de rayos X se obtuvieron los mismos 
resultados (Figura 4.11). Por lo tanto con ambos análisis se concluyó que las NPs Ag 
preparadas eran de Ag metálica.  
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Figura 4.10 a) Imagen de difracción de rayos X de NPs Ag y b) Imagen de TEM de NPs Ag a la cual se 
realizo  una FFT (colaboración con el Dr. M. S. Moreno del Centro Atómico Bariloche). 
En la Tabla 3.1, se muestra un resumen de los métodos usados en esta sección 
remarcando aquel que tuvo éxito y que fue usado para los siguientes ensayos.  
Tabla 1. Resumen de los métodos ensayados usando NaBH4 como reductor y en presencia de iones 
citrato 
Método Temperatura 
Moles usados 
Relación 
citrato/Ag 
Citrato de 
Na 
AgNO3 NaBH4 
I Ambiente 1,55 x 10-5 1,85 x 10-6 8,5x 10-6 8,4 
II 0 °C 1,25 x 10-5 1,25 x 10-5 2 x10-4 1 
III Ambiente 5 x 10-6 5 x 10-6 6 x10-5 1 
IV 0 °C 
1,7 x 10-5 5 x 10-6 1x10-5 3,4 
5 x 10-6 5 x 10-6 1x10-5 1 
8 x 10-6 4 x 10-6 1x10-5 2 
20 x 10-6 5 x 10-6 1x10-5 4 
25 x 10-5 5 x 10-6 1x10-5 5 
1,7 x 10-5 5 x 10-6 1x10-5 rápido 3,4 
4.4 Conclusiones 
Las condiciones experimentales son críticas para la adecuada síntesis de 
nanopartículas de plata. De todas las dispersiones obtenidas en diferentes condiciones 
(temperatura, concentración de NaBH4 y citrato, ausencia de citrato, relación en 
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moles de citrato y AgNO3), las que presentaron mayor estabilidad y monodispersión 
en tamaño y forma fueron aquellas sintetizadas a 0 °C y con una relación de citrato/Ag 
igual a 3,4 (método IV). Las NPs Ag así obtenidas están recubiertas con iones citrato, 
los cuales evitan que éstas se aglomeren y precipiten gracias a las interacciones 
repulsivas entre cargas negativas [60]. La composición de las NPs fue de Ag metálica 
ya que fueron consistentes con una red cristalina cúbica centrada en las caras de Ag 
metálica. Estas NPs Ag se utilizaron para modificar superficies de Ti, unos de los 
biomateriales más usados en implantes. Esta parte del trabajo se describirá en los 
próximos capítulos. 
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Capítulo 5  
 
Efecto de las nanopartículas de Ag sobre bacterias 
planctónicas  
 
5.1 Introducción 
 
La necesidad de nuevos agentes microbicidas debido a la alta incidencia a 
infecciones microbianas y a la creciente resistencia a los antibióticos convencionales 
han generado el desarrollo de nuevas estrategias para disminuir la colonización de los 
microorganismos. Dentro de éstas han surgido las NPs Ag como una posible solución 
ante estos problemas de resistencia, así como también para reducir la incidencia de las 
infecciones. Como se ha mencionado en capítulos anteriores, la capacidad microbicida 
de la Ag se conoce desde tiempos antiguos, en los que las sales de Ag eran usadas 
cotidianamente para realizar cuidados paliativos para infecciones o para potabilizar 
agua. La capacidad microbicida de la Ag se ha evaluado sobre diversos 
microorganismos, tales como E. coli [1, 2], P. aeruginosa [3, 4], S. aureus [5], Vibrio 
Chloreae[6], Enterobacter cloacae [5], Candida albicans [6], S. epidermidis, S. 
epidermidis resistente a meticilina y S. aureus resistente a meticilina [7]. En la 
actualidad se han empezado a utilizar las NPs Ag en diferentes aplicaciones médicas, 
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entre ellas en soluciones tópicas o bien inmovilizadas en dispositivos médicos 
(catéteres, barbijos, vendas) [8] con el objetivo de reducir la actividad de numerosos 
microorganismos. Un punto importante a tener en cuenta en estos tratamientos es la 
potencial toxicidad de las NPs Ag, por lo que es necesario determinar la cantidad de 
NPs Ag a emplear, de modo de erradicar o disminuir la carga de microorganismos sin 
generar daños adversos en el hombre.  
 Como se mencionó en el Capítulo 3, entre los parámetros utilizados para 
evaluar la capacidad antimicrobiana de un determinado agente, los más adecuados 
son la CMB  y la CMI. Se ha informado una amplia variedad de valores de dichos 
parámetros para las NPs Ag, dependiendo de factores tales como tamaño, 
recubrimiento, etc. Por ejemplo, Bryaskova et al. utilizaron NPs Ag recubiertas con PVP 
con un diámetro de 9 a 16 nm, encontrando un valor de CMB de 15 µg/mL para P. 
aeruginosa, E. coli y S. aureus, determinado mediante halo de inhibición [9]. Además, 
hallaron un valor fungicida de 30 µg/mL para diversas Candida spp [9]. Sin embargo, 
utilizando el mismo método para determinar la CMB, Ruparelia et al. informaron 
valores superiores de CMB (60 y 120 µg/mL para E. coli y S. aureus, respectivamente) 
para NPs Ag de diámetro menor a las mencionadas anteriormente [10]. La discrepancia 
de estos valores podría deberse tanto a la diferencia de los tamaños de las NPs como 
al recubrimiento de las NPs. A diferencia de los trabajos anteriores empleando el 
método de dilución en caldo, Greulich et al. utilizando NPs Ag-PVP (igual recubrimiento 
a las Bryaskova) informaron valores de CMB de 50 µg/mL para cepas similares a las 
ensayadas anteriormente (E. coli y S. aureus) [11]. Asimismo, Martinez-Castañon et al. 
determinaron la CMI de NPs Ag recubiertas con ácido gálico de tres tamaños distintos 
(7, 29 y 89 nm) mediante diluciones en caldo. Los valores encontrados fueron de 6,25 a 
11,8 µg/mL para E. coli y 7,5 a 33,7 µg/mL para S. aureus[12]. Esto nos demuestra que 
hay varios factores (recubrimiento, tamaño, tipo de ensayo, etc) a tener en cuenta 
para realizar una comparación exhaustiva de los valores microbicidas de las NPs. 
 Actualmente, los mecanismos de la acción bactericida, tanto de iones Ag(I) 
como de NPs Ag, no han sido dilucidados por completo [13-15], aunque sí se sabe que 
en el último caso están involucrados los iones Ag(I) liberados por las mismas. Al 
respecto se han postulado varios mecanismos de acción basados en diferentes tipos de 
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interacción entre la célula y la plata (ya sea en forma de iones o como NPs), los que se 
mencionan a continuación:  
(i)  Interacción con la pared celular bacteriana: es el primer punto de ataque de las 
NPs Ag, ya que al interaccionar con la pared bacteriana pueden internalizarse las 
NPs generando daños por estrés oxidativo y al interaccionar con proteínas y ADN 
bacteriano, además de una acumulación de Ag en el interior de la célula, 
afectando su permeabilidad y conduciendo a la muerte celular [15]. Se ha 
demostrado que los iones Ag(I) causan cambios morfológicos en la pared celular 
que ocasiona la separación de la membrana plasmática tanto en bacterias Gram 
(+) como Gram (-) [3, 16-18]. Por otro lado, las NPs al unirse a la membrana 
plasmática, cambian su permeabilidad provocando un desequilibrio en la bomba 
de ATP (adenosina trifosfato) y en el gradiente de protones, generando una 
disipación de la fuerza protón-motriz, además de desacoplar la cadena transporte 
de electrones por inhibición de las enzimas involucradas en la cadena y finalmente 
conducen a la muerte celular [3, 18]. De manera similar, se han relacionado 
también los iones Ag(I) con el colapso de la fuerza protón-motriz y la 
desestabilización de la membrana celular, aunque las concentraciones a las que 
éste se produce son mucho más altas que las NPs Ag [19]. En el caso de las 
bacterias Gram (-) se observó mediante TEM que las NPs Ag provocan la pérdida 
de la integridad de la membrana y, en consecuencia, la lisis de la bacteria. Este 
efecto resultó ser menos marcado en el caso de bacterias Gram (+), lo que podría 
deberse a que la pared de la capa de peptidoglicano, de mayor espesor que la 
correspondiente a las Gram (-), impide que haya una fuerte interacción con la 
membrana [20, 21]. Este efecto también se observó al realizar tratamientos con 
iones Ag(I) [16, 17]. Sin embargo, Choi et al. no observaron pérdida de la 
integridad de la membrana debida a la presencia de las NPs Ag [22]. La 
discrepancia entre estos resultados podría atribuirse a diferentes factores, tales 
como la forma y el tamaño de las NPs, su recubrimiento, la concentración de NPs, 
las cepas bacterianas usadas o los métodos usados para la determinación de la 
acción bactericida. Otro de los mecanismos propuestos involucra la formación de 
poros o ¨huecos¨ en la membrana de las bacterias. Esto fue propuesto por Sondi 
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et al., quienes estudiaron mediante TEM y SEM la adhesión de las NPs y la 
posterior formación de poros o “agujeros” sobre la pared celular de E. coli, 
demostrando cómo las NPs causan la pérdida de integridad de la pared y la 
posterior muerte de la bacteria [2]. Otros autores observaron la misma interacción 
ente NPs y pared celular mediante microscopía electrónica en Gram (-) [17, 23] y 
Gram (+) [24]. En el caso de las bacterias Gram (+), Mirzajani et al., quienes 
postularon que las NPs Ag destruyen los enlaces β-1→4 glicosídicos que conectan 
los bloques de construcción del peptidoglicano N-acetilglucosamina y ácido N-
acetilmurámico de la pared celular [24]. Tal efecto produciría la liberación de 
dichos bloques de construcción al medio y esto estaría corroborado por el 
aumento en la concentración de ácido murámico en el medio de sostén que 
contenía a las NPs. Sin embargo, otros autores han asegurado que la interacción 
entre NPs y la pared celular es generada por fuerzas electrostáticas y ocasiona la 
pérdida de integridad de la misma y la posterior muerte celular [17, 25].  
(ii) Interacción con ADN, enzimas y proteínas citoplasmáticas: como ya se ha 
mencionado, una vez que las NPs Ag ingresan a la célula pueden interactuar con el 
ADN, proteínas y enzimas. Al respecto se ha encontrado la presencia de ADN 
condensado en el citoplasma de S. aureus [26] luego de la exposición a NPs Ag. En 
primer lugar, es de conocimiento que el ADN bacteriano se encuentra condensado 
formando el nucleoide. Sin embargo, para llevarse a cabo la replicación del ADN 
de una bacteria y su posterior división celular, el ADN debe ¨relajarse¨ para 
permitir la síntesis del mismo. Ante una situación desfavorable o de estrés, como 
la presencia de las NPs, el ADN se protege plegándose sobre sí mismo y no permite 
su replicación y la posterior división celular. Este comportamiento fue observado 
para E. coli [16] y S. aureus [22] ante la presencia de iones Ag(I). Por otra parte se 
han encontrado evidencias de la interacción de iones Ag(I) con ADN, la cual genera 
cambios en la conformación de la hélice [27] e interacción con bases de guanina y 
adenina [28]. Se ha demostrado también que la presencia de NPs Ag provoca una 
disminución de la actividad de la enzima deshidrogenasa, que forma parte de la 
cadena respiratoria, produciendo la inhibición de la respiración celular en E. coli 
[23] y S. aureus [26]. Asimismo, la ausencia de un gradiente de protones y fosfatos 
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generada por la inhibición de la cadena respiratoria ocasionan una influencia 
negativa en la síntesis correcta de proteínas que forman la membrana y pared 
celular, ya que no permiten la translocación y maduración de estas proteínas [18]. 
Por otra parte, los iones Ag(I) son capaces de interactuar con los grupos tiol 
presentes en las proteínas, provocando la inactivación de enzimas [29, 30]. Otros 
trabajos han demostrado la inhibición de la actividad de la enzima fumarasa por la 
formación de “clusters” de Ag-S (S de la cisteína) desplazando al cofactor de la 
enzima Fe –S [31]. Uno de los ejemplos más notables de interacción fue 
demostrado por Bragg et al., quienes estudiaron la interacción Ag–S en la enzima 
nicotinamida adenina dinucleotido deshidrogenasa (NADH)[32], encontrando que 
esta interacción genera un desacoplamiento de la cadena respiratoria y posterior 
muerte celular. De manera similar, se ha propuesto que la interacción entre las 
NPs Ag y la membrana celular podría deberse a la formación de enlaces Ag–S entre 
grupos de las proteínas de membrana y las NPs, ocasionando daño en la 
membrana e interfiriendo en las funciones estas proteínas [3]. 
(iii) Interacciones que provocan la formación de especies reactivas de oxígeno (ROS): 
Las ROS son productos generados normalmente durante el proceso de respiración 
celular, que incluyen al oxígeno singlete, peróxido de hidrógeno, radicales 
superóxidos e hidroxilos. La célula posee un mecanismo que controla a las 
especies ROS, denominado defensa antioxidante. Sin embargo, ante una situación 
de estrés la concentración de estas ROS aumenta rápidamente, causando daños a 
lípidos y ADN. La presencia de trazas de iones Ag(I) es capaz de generar radicales 
libres en E. coli y S. aureus [21]. En este sentido, varios autores han estudiado la 
capacidad de los iones Ag(I) para generar grandes concentraciones de especies 
superóxido en E. coli y S. aureus mediante una enzima superoxidasa [33, 34]. 
Además, Choi et al. demostraron la presencia de especies ROS cuando las 
bacterias fueron tratadas con iones Ag(I), AgCl y NPs Ag [35]. Cualquiera de los 
mecanismos propuestos por los diferentes autores, las NPs ocasionan la lisis 
celular y su posterior muerte, asegurándonos la presencia de un efecto 
bactericida.                                                                                                                            
En este capítulo se analizará el efecto de las NPs Ag en suspensión sobre las 
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bacterias planctónicas P. aeruginosa y S. aureus con el objetivo de encontrar un 
rango de concentraciones en el que las NPs sean capaces de erradicar estos 
microorganismos sin causar daño a células eucariotas (ver Capítulo 8).  
 
5.2 Evaluación de la capacidad bactericida de las NPs Ag en 
suspensión sobre P. aeruginosa y S. aureus 
 
Los métodos aquí empleados para la determinación de la concentración 
bactericida mínima de las NPs Ag fueron adoptados de los protocolos que se usan 
cotidianamente para antibióticos y que han sido descriptos en el Capítulo 3.  
 
5.2.1 Halo de inhibición  
 En el presente trabajo se utilizó el método de halo de inhibición como una 
primera aproximación para evaluar la capacidad bactericida de las NPs preparadas en 
el laboratorio [36]. Los resultados del ensayo se muestran en la Figura 5.1, en la que se 
puede observar la presencia de un halo de inhibición alrededor del disco embebido 
con NPs Ag y colocado en la placa de ágar sembrado con P. aeruginosa. El diámetro del 
mismo fue 0,4 cm mayor que el diámetro del disco. Este resultado dio indicios acerca 
de la actividad de las NPs Ag como agente microbicida. 
 
 
Figura 5.1. Método del halo de inhibición para P. aeruginosa. a) Ensayo control: no se observó halo de 
inhibición en el caso de un disco de papel de filtro embebido con agua desionizada estéril b) Imagen del 
halo de inhibición formado alrededor de un disco de papel de filtro embebido con NPs Ag. 
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5.2.2 Concentración mínima bactericida 
Con el objetivo de determinar la CMB de NPs Ag para ambas cepas, P. 
aeruginosa y S. aureus, se diseñó un experimento en el que las NPs Ag se agregaron a 
un medio de cultivo conteniendo una determinada cantidad de bacterias. Mediante 
recuento en placa se evaluó el número de UFC/mL remanentes luego de 24 hs de 
tratamiento.  La concentración mínima bactericida (CMB) fue definida en el Capítulo 3 
(sección 3) como la mínima concentración de un agente capaz de eliminar el 99,9 % de 
las bacterias luego de 24 hs de tratamiento. Este parámetro permite cuantificar la 
acción bactericida del agente de una manera más precisa que en el caso del halo de 
inhibición [37], por lo que se determinó su valor para las NPs Ag preparadas en el 
laboratorio 
En primer lugar se evaluó la estabilidad de las NPs Ag en el caldo nutritivo. Para 
ello se agregó una alícuota de la suspensión de NPs Ag al caldo nutritivo estéril, de 
manera de alcanzar una concentración final de Ag igual a 61,5 µM (expresada como 
concentración de Ag total). Se observó que las nanopartículas no son estables en ese 
medio. Este hecho se evidenció a simple vista a través del cambio de color del caldo y 
la aparición de sedimento y se corroboró mediante espectroscopía de UV-visible 
(Figura 5.2). En el espectro se observa un aumento del ancho del pico, un corrimiento 
en la longitud de onda de pico y una baja intensidad de la absorbancia del pico de 
plasmones comparado con los espectros obtenidos en agua. Este comportamiento se 
acentuó después de 24 hs (Figura 5.2). Se obtuvieron resultados similares al utilizar 
caldos Mueller Hinton y Luria-Bertani (no se muestran aquí los datos). Esto indica que 
los medios de cultivo convencionales (o caldos) no son adecuados para llevar a cabo 
estos ensayos. Como alternativa se agregaron las NPs Ag preparadas a una solución de 
buffer fosfato a pH 7 y se agregó una alícuota de bacterias con una concentración 1 x 
107 UFC/mL en esta solución. Para conocer la estabilidad de las NPs en buffer fosfato 
se realizó un espectro de esta solución sin el agregado de bacterias. En la Figura 5.3 se 
muestra el espectro de las NPs Ag en buffer fosfato, donde se puede apreciar que el 
correspondiente pico de plasmones es similar al de las NPs Ag en agua. Una vez 
establecido que las NPs Ag no precipitan ni se aglomeran en buffer fosfato se 
realizaron los experimentos para determinar la capacidad microbicida de las NPs. Para 
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ello, se agregaron 1 x107 UFC/mL de P. aeruginosa o S. aureus al buffer fosfato que 
contenía una concentración determinada de NPs. Luego de 4 hs de exposición, se 
realizó el recuento en placa de las bacterias viables.  
 
300 400 500 600 700
0,0
0,2
0,4
0,6
 
 
Ab
so
rb
an
cia
 /U
A
λ /nm
 NPs Ag en CN por 24 hs
 NPs Ag en CN a 0hs
 NPs Ag en agua
 
Figura 5.2. Espectro de UV-visible de las NPs Ag en agua y en caldo nutritivo (CN) inmediatamente 
después del agregado de las NPs (0 hs)  y luego de 24 hs. La concentración final de NPs Ag fue de 61,5 
µM (expresada como Ag). 
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Figura 5.3. Espectros de UV-visible de las NPs Ag en agua y en buffer fosfato  con una concentración final 
75 µM (expresada como concentración de Ag). 
 
Para realizar el ensayo con buffer fosfato se eligió un tiempo de 4 hs porque 
éste es un medio de sostén provisorio que no posee los nutrientes necesarios para que 
las bacterias continúen duplicándose y creciendo. Debido a esto la sobrevida de las 
bacterias decae con el tiempo. Se utilizaron las siguientes concentraciones de NPs Ag: 
0 (blanco), 25, 50 y 75 µM de Ag (expresadas como concentración de Ag total). Este 
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rango se eligió tomando como referencia trabajos previos de otros grupos [3, 34, 38-
42] 
En la Figura 5.4 se muestran los resultados correspondientes al recuento en 
placa de P. aeruginosa. A primera vista se encontró una disminución notable de las 
UFC/mL a medida que se incrementó la concentración de las NPs. El recuento mostró 
una disminución mayor a dos órdenes de magnitud de las UFC/mL con respecto al 
control en todo el rango de concentraciones evaluadas (3,5x107, 1,8x105, 3,9x104 y 
3,08 x104 para 0, 25, 50 y 75 µM de Ag, respectivamente). A su vez se calculó el 
porcentaje de mortandad para todas las concentraciones, dando valores de 99,5 % 
para 25 µM y 99,9 %  para 50 y 75 µM. Esto demostró que las NPs preparadas fueron 
capaces de disminuir la viabilidad de las bacterias provenientes de un cultivo con una 
concentración inicial elevada, igual a ≈4x107 UFC/mL. 
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Figura 5.4. Gráfico del número de UFC/mL viables de P. aeruginosa luego de 4hs de exposición a 
dispersiones de NPs Ag en buffer fosfato con concentraciones 0, 25, 50 y 75 µM de Ag.  
 
En el caso de S. aureus (Figura 5.5) se encontraron los siguientes valores de 
UFC/mL: 3,05 x 107, 4,42 x 106, 3,56 x 105 y 2,9 x 105 para 0, 25, 50 y 75 µM de Ag, 
respectivamente. Se realizó el cálculo del porcentaje de mortandad para todas las 
concentraciones, dando valores de 85,4 %, 98,8 % y 99 % para 25, 50 y 75 µM, 
respectivamente.  
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Figura 5.5. Gráfico del número de UFC/mL viables de S. aureus luego de 4hs de exposición a dispersiones 
de NPs Ag en buffer fosfato con concentraciones de 0, 25, 50 y 75 µM de Ag. 
 
 
Los resultados mostraron que P. aeruginosa fue más susceptible a las NPs Ag 
que S. aureus. Si bien se pudo demostrar que las NPs Ag en buffer fosfato son capaces 
de disminuir el número de bacterias viables, el medio utilizado, como se mencionó 
arriba, sólo cumple la función de sostén, careciendo de los requerimientos necesarios 
para el crecimiento del cultivo. Por este motivo se procedió a repetir el ensayo en un 
medio de buffer fosfato enriquecido con glucosa, manitol y glicina como nutrientes 
necesarios para el crecimiento, el cual se denominó medio GMP. Este medio fue 
previamente evaluado para determinar que proporcionara un medio mínimo para el 
crecimiento bacteriano (ver Capítulo 3). Como resultado hubo un aumento de un 
orden de magnitud de las UFC/mL con respecto al inóculo inicial de bacterias luego de 
24 hs de incubación. Esto nos indicó que en el medio es factible el crecimiento 
bacteriano. Asimismo, se pudo comprobar que las NPs Ag son estables en este medio 
enriquecido, tal como lo demuestra el espectro de UV-visible de la Figura 5.6, obtenido 
para una alícuota del medio enriquecido al que se agregó la cantidad de NPs 
correspondientes a 75 µM de Ag. No se observaron modificaciones apreciables en la 
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altura del pico ni en la longitud de onda tanto en el minuto cero como a las 24 hs 
(Figura 5.6), indicando que el medio es el más adecuado para los ensayos.  
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Figura 5.6. Espectros de UV-visible de las dispersiones de NPs Ag en agua y en medio enriquecido  (GMP) 
a 0 y 24 hs. La concentración final de NPs Ag (expresada como concentración de Ag) es 75 µM. 
 
 
El ensayo, entonces, se realizó agregando alícuotas de la dispersión de NPs Ag a 
sendas alícuotas del medio conteniendo cada una 1 x 105 UFC/mL de bacterias de 
manera de obtener concentraciones finales de Ag 0; 0,1; 0,4; 0,78; 1,6; 3,12; 6,25; 
12,5; 25, 50, 75 µM (expresadas como concentración final de Ag). El número de 
bacterias viables luego de 24 h se determinó mediante la técnica de recuento en placa.  
Los valores de CMB determinados para S. aureus y P. aeruginosa fueron 3,12 
µM (0,33 µg/mL) y 0,78 µM (0,084 µg/mL), respectivamente. En la literatura se ha 
informado una variedad de concentraciones bactericidas para NPs Ag de distintas 
formas y tamaños, lo cual indica que estas características influyen de alguna manera 
en su capacidad bactericida (Tabla 5.1). Lara et al. obtuvieron una CMB para P. 
aeruginosa de 1x104 µg/mL utilizando NPs esféricas de 100 nm de diámetro [43], 
mientras que Jain et al. usaron NPs de 7 a 20 nm y hallaron valores de 12,5 µg/mL para 
bacterias como Klebisella aerogenes, E. coli, Proteus vulgaris, Bacillus subtilis, P. 
aeruginosa y S. epidermis, mientras que para S. aureus fue de 50 µg/mL  [44]. Por otra 
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parte, Ansari et al. obtuvieron valores de CMB similares a los reportados por Jain et al.: 
12,5 µg/mL para cepas de S. aureus meticilina sensible y 25 y 50 µg/mL para S. aureus y 
S. aureus meticilina sensible y resistente, respectivamente. Sin embargo, otros autores 
obtuvieron valores de 60 a 220 µg/mL para varias cepas de E. coli y de 60 µg/mL para 
S. aureus usando NPs de aproximadamente 3 nm (bastante más pequeñas que las 
mencionadas anteriormente) [10]. En la Tabla 5.1 se resumen los valores de CMB y las 
características principales de las NPs Ag utilizadas por otros autores. 
Por lo tanto, los valores de CMB obtenidos en este trabajo para ambas 
bacterias fueron considerablemente menores a los encontrados en la bibliografía, lo 
cual indica que las NPs Ag preparadas en el laboratorio tienen un importante efecto 
antimicrobiano sobre P. aeruginosa y S. aureus. La dispersión en los valores de CMB 
hallados en la literatura pone en evidencia el hecho de que no sólo el tamaño de las 
NPs influye en su capacidad bactericida, sino que otros factores, tales como su forma y 
recubrimiento, deben también jugar un papel importante.  
Una característica importante de las NPs Ag que no se informó en varios de los 
casos mencionados anteriormente es su recubrimiento. Esto puede deberse 
posiblemente al hecho de que varias de ellas eran comerciales, con lo cual se 
desconoce la naturaleza del recubrimiento, o bien a que esa información no fue 
considerada relevante (Tabla 5.1). Sin embargo, los recubrimientos de las NPs juegan 
un importante rol, ya que son los que condicionan la cinética de liberación de iones Ag 
(I)[45] y la interacción con la pared celular bacteriana [46]. Con respecto al 
recubrimiento, Li et al. estudiaron la cinética de liberación de iones Ag(I) en NPs 
recubiertas con citrato y con Tween 20 en aguas naturales, encontrando que las 
últimas liberaban una mayor cantidad de iones ya que éstas no se aglomeraron con el 
tiempo, mientras que las recubiertas con citrato sí debido a su recubrimiento más lábil 
[45]. Sin embargo, las NPs Ag preparadas en el presente Trabajo de Tesis demostraron 
ser estables en soluciones acuosas a pesar de tener un recubrimiento de citrato. Por 
otra parte, Xiu et al. encontraron que NPs recubiertas con polietilenglicol (PEG) y PVP 
liberaban grandes cantidades de Ag(I), aumentando así su capacidad microbicida [47]. 
De acuerdo a estos resultados se puede concluir que el recubrimiento tiene una 
notable influencia sobre la capacidad bactericida de las NPs Ag.  
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 Tabla 5.1. Valores de CMB obtenidos por otros autores para NPs Ag de diferentes características. 
 
Autores Tamaño de NPs Ag 
Recubrimientos 
de NPs Ag 
Medio de 
cultivo Cepa bacteriana 
Valor de 
CMB 
(µg/mL) 
Lara et al 
.[43] 
 
100 nm comerciales Luria – 
Bertani 
ER S. pyogenes 
AR E. coli O 157:H7 
MR P. aeruginosa 
Streptococcus sp 
E. coli 
P. aeruginosa 
 
7,2 x 103 
8,9 x 103 
1,1 x 103 
3,15 x 103 
8,98 x 13 
8,98 x 103 
Jain et al. 
[44] 
 
7 – 20 nm Bioestabilización 
Patente USA. 
Mueller 
Hinton 
P. aeruginosa ATCC 
Salmonella abony 
Salmonella 
typhimurium 
Klebsiella aerogenes 
Proteus vulgaris 
Bacillus subtilis 
S. aureus 
S. epidermidis 
E. coli 
 
12.5 
12.5 
12.5 
12.5 
12.5 
12.5 
ND 
12.5 
12.5 
 
Ansari et al. 
[7] 
 
5 - 10 nm comerciales Luria –
Bertani 
S. aureus MS 
S. aureus MR 
 
50 
50 
Amato et 
al. [48] 
 
∼7 + 4 nm glutation Iso-Sensitest 
Broth 
(ISB) 
 
S. aureus 
E. coli 
180 
15 
Bryaskova 
et al.[9] 
 
13.8 ±3.8 
nm 
PVP halo de 
inhibición 
S. aureus 
E. coli 
P. aeruginosa 
Espora de B.subtilis 
 
15 
Panacek et 
al.[49]  
20 - 60 nm  
Depende del 
azúcar 
Azúcares 
(glucosa, 
galactosa, 
maltosa, 
lactosa) 
Mueller 
Hinton 
Enterococcus faecalis 
S. aureus 
E. coli 
P. aeruginosa CCM  
 P. aeruginosa 
S. epidermidis 
S. aureus MRSA 
 
13.5 
6.75 
3.38 
6.75 
13.5 
1.69 
6.75 
 
Tal como se ha mencionado detalladamente en la introducción de este 
capítulo, el mecanismo de acción bactericida de las NPs Ag no ha sido del todo 
dilucidado, siendo un tema controversial para aquellos que trabajan con estos 
materiales. Se han planteado diversos mecanismos, desde la pérdida de la integridad 
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de la pared bacteriana hasta la generación de especies ROS. Varios autores han 
encontrado que la interacción de las NPs Ag con la pared celular provocaría la pérdida 
de integridad de la misma por generación de poros [2, 17, 24], y/o por la interacción 
con las proteínas de membrana, lo que al mismo tiempo genera un desacoplamiento 
de la cadena de transporte de electrones, estrés oxidativo y la posterior muerte celular 
[34, 50]. Este tema es foco de discusión para quienes trabajan con NPs y sistemas 
biológicos, ya que definiría el mecanismo de acción microbicida de las NPs Ag y el 
ingreso de las mismas a la célula bacteriana.  
 En relación a la liberación de iones Ag(I), éstos podrían interactuar con los 
grupos tiol de las proteínas que componen las bacterias, interfiriendo así con la 
replicación del ADN o afectando la cadena respiratoria. Esto sucedería en mayor 
medida en aquellas NPs Ag que poseen recubrimientos lábiles, como el citrato. La 
liberación de iones podría estar asociada con el proceso de oxidación por la presencia 
de O2, mientras que en condiciones anaeróbicas la concentración de iones sería menor 
por la ausencia del mismo, disminuyendo así la capacidad bactericida de las NPs [47]. A 
su vez, Elechiguerra et al. relacionaron la corrosión de las NPs en aire y en condiciones 
ambientales con la presencia de defectos en la superficie, los cuales poseen mayor 
reactividad, facilitando la disolución de la plata como iones Ag(I) [51]. Este resultado 
está en concordancia con los estudios de Liu et al., quienes encontraron que la 
liberación de iones Ag(I) es consecuencia de un proceso de oxidación lento y 
cooperativo que depende varios factores como la temperatura, el pH, la concentración 
de O2 y la presencia de materia orgánica [52].  
Con respecto a la relación entre la liberación de iones Ag(I) y el tamaño de las 
NPs Ag, Sotiriou et al., mostraron que las NPs Ag de diámetros menores que 10 nm 
liberan una mayor cantidad de iones Ag(I) que las de mayor tamaño, explicando así el 
mayor efecto microbicida de las nanopartículas más pequeñas [53].  
Estos antecedentes justifican los bajos valores de CMB correspondientes a las 
NPs Ag preparadas en este trabajo, los cuales pueden atribuirse al tamaño de las 
mismas (6 nm), al recubrimiento lábil de citrato, o a la combinación de ambas 
características. En definitiva, se ha logrado una concentración de iones Ag(I) liberados 
 
Capítulo 5: Efecto de las nanopartículas de Ag sobre bacterias planctónicas  108 
 
que resulta suficiente como para alcanzar el 99,9 % de mortandad con el agregado de 
dosis relativamente bajas de NPs Ag. 
Por otro lado, la CMB obtenida en este trabajo para P. aeruginosa es cuatro 
veces inferior a la correspondiente a S. aureus, indicando que la bacteria Gram (-) (P. 
aeruginosa) presenta mayor susceptibilidad a las NPs preparadas en comparación a la 
cepa Gram (+) utilizada (S. aureus). La diferencia entre los valores de CMB obtenidos 
para las cepas ensayadas es coincidente con otros valores publicados en la literatura. 
Esta diferencia podría deberse a la forma en que interactúan físicamente las NPs con 
una célula, más específicamente con su pared celular. Por ejemplo, Taglietti et al. 
mostraron que las bacterias Gram (-) (E. coli) son más susceptibles que las Gram (+) (S. 
aureus) frente a NPs Ag en suspensión recubiertas con glutatión. Sus observaciones de 
TEM mostraron que las NPs fueron capaces de ingresar en las células de E. coli, pero 
no en las de S. aureus, lo cual puede atribuirse a las diferencias en la estructura de la 
pared celular descritas en el Capítulo 1 [20].  
En este sentido, se ha encontrado que E. coli (Gram (-)) es más susceptible al 
tratamiento con NPs Ag que S. aureus (Gram (+)); esta diferencia se ha atribuido a los 
mayores daños y cambios morfológicos de la pared celular en E. coli [17]. Estos 
resultados se pueden interpretar teniendo en cuenta que las bacterias Gram (-) poseen 
una pared celular que está formada por una membrana celular, una delgada capa de 
peptidoglicano y por fuera de ella una capa de liposacáridos, mientras que la pared 
celular de las células Gram (+) está formada por una membrana celular y una gruesa 
capa de peptidoglicano compuesta por ácidos teicoicos [54], la que podría generar una 
mayor resistencia al ingreso de las NPs. Así, una capa de peptidoglicanos más gruesa 
actuaría como una barrera física contra las NPs Ag, independientemente del 
mecanismo de acción involucrado (liberación de iones Ag(I) o pérdida de integridad de 
la pared celular). 
 Con respecto a la interacción de las NPs Ag con los medios biológicos, es de 
conocimiento que las NPs Ag y los iones liberados de Ag(I) pueden interaccionar con el 
medio donde se encuentren suspendidos, provocando precipitación de las NPs y iones 
Ag(I) y generando por tanto una modificación en la concentración de Ag total presente 
en el medio. Por este motivo se evaluó el rol del medio de cultivo biológico usado en 
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los ensayos de determinación de la CMB (medio GMP) y se analizó la liberación de Ag 
(I) desde las NPs dispersas en el medio mediante espectroscopía de absorción atómica 
(AA) con horno de grafito. Para el análisis se tomó una alícuota de la dispersión 
coloidal madre de NPs Ag, la cual se adicionó a 20 mL del medio GMP, obteniéndose 
una concentración final de NPs de Ag de 5 µM de Ag. Como control se realizó el mismo 
procedimiento, pero en vez de GMP se utilizó agua desionizada. Luego de 24 h se 
realizaron dos etapas de separación de las NPs Ag remanentes mediante 
ultracentrifugación a 100000 g (fuerza centrífuga) durante dos horas (ultracentrífuga 
preparativa Beckman Coulter LE-80K). Luego de cada etapa de ultracentrifugación se 
usó la espectroscopía de UV-visible para detectar la presencia de NPs Ag remanentes 
en la dispersión. No se detectó el pico de plasmones en la región de 400 nm, por lo que 
se puede concluir que luego del procedimiento quedó una cantidad de NPs Ag 
despreciable en la fase líquida. El procedimiento anterior fue importante para asegurar 
que toda la plata que se detectara por AA proviniera de los iones liberados y no de NPs 
Ag que pudieran haber quedado en el líquido. A continuación, a los sobrenadantes 
obtenidos se les adicionó HNO3 concentrado hasta alcanzar una concentración final de 
0,05M. El análisis por AA permitió determinar la concentración de los iones Ag (I) 
liberados por las NPs Ag. Los valores obtenidos fueron 3 µM y 0,16 µM para agua y 
GMP, respectivamente. Nótese que, en concordancia con datos existentes en la 
literatura [45, 52], la concentración en agua fue 10 veces mayor que la 
correspondiente al medio GMP. Esta diferencia se puede explicar si se analiza la 
composición del medio GMP. Este medio es rico en iones fosfato, los cuales pueden 
reaccionar con la Ag(I) formando productos insolubles. No obstante esto, la 
concentración de Ag(I) obtenida en GMP demuestra que la precipitación o formación 
de complejos no fue tan importante como para impedir la acción bactericida de las NPs 
Ag preparadas.  
 
 
5.3 Conclusiones  
 Los valores de CMB de las NPs Ag con un diámetro de 6 nm y recubiertas con 
citrato fueron menores que los encontrados en la literatura para NPs Ag de distintos 
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tamaños y recubrimientos. Se demostró que P. aeruginosa es más susceptible a las NPs 
preparadas que S. aureus, tal como quedó evidenciado por el menor valor de CMB. 
Esta susceptibilidad de P. aeruginosa se podría atribuir a la diferencia en la estructura 
de la pared celular de ambas cepas, ya que la membrana celular de las bacterias Gram 
(-) posee una mayor rigidez, conferida por la gruesa capa de peptidoglicano y los ácidos 
teicoicos presentes en su estructura. Por otra parte, se observó la presencia de iones 
Ag(I) en el medio GMP, indicando que el medio no sólo permitió mantener las NPs Ag 
dispersas, sino que además no interfirió en el proceso de liberación de iones Ag(I). 
Asimismo, el medio GMP preparado demostró que puede ser utilizado para los 
ensayos con NPs Ag, ya que no permite la aglomeración de las NPs y ofrece un medio 
mínimo de crecimiento para las cepas bacterianas ensayadas.  
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Capítulo 6  
 
Inmovilización de nanopartículas de Ag sobre 
sustratos de titanio 
 
6.1 Introducción y antecedentes 
 
El titanio (Ti) es uno de los materiales más empleados en aplicaciones tecnológicas 
de la industria aeroespacial (motores), médica (prótesis), náutica (hélices, cadenas, 
motores), militar y para producción de energía. Es un metal abundante en la naturaleza 
que en general se encuentra formando óxidos como el rutilo y la anatasa, ambos de 
estequiometría TiO2.  
El Ti en su estado elemental recién se comenzó a emplear a partir de 1946, cuando 
William Kroll desarrolló un método para poder producirlo a escala comercial. Esta síntesis, 
denominada método de Kroll, se basa en la reducción de TiCl4 con magnesio en una 
atmósfera de argón para evitar la oxidación del Ti, el cual actualmente sigue siendo unos 
de los métodos utilizados para la obtención de Ti puro [1]. El titanio es un metal de 
 
 116 
 
transición que en su forma elemental presenta un color plateado grisáceo. Posee un alto 
punto de fusión, bajas conductividades térmica y eléctrica y es paramagnético [2]. Es un 
material resistente a la tracción y a la corrosión, maleable y con una gran capacidad de 
memoria de su forma [3]. Es posible preparar aleaciones de Ti con otros elementos, como 
aluminio, zirconio, molibdeno, cromo, manganeso, niobio, hierro y vanadio, alguna de las 
cuales se utilizan en prótesis dentales, hélices de barcos, bicicletas y sistema de 
refrigeración en centrales nucleares [3, 4]. 
En particular, para el uso del Ti como material implantable, son características de 
vital interés la resistencia del mismo al desgaste y a la corrosión, así como también su 
biocompatibilidad. La maleabilidad y resistencia del Ti se deben a la combinación de un 
valor del módulo de Young (elasticidad) relativamente alto (10,7x104 MPa) [5] y una 
dureza promedio de 5 en la escala de Mohs [6]. La excelente resistencia del Ti frente a la 
corrosión es debida a la formación sobre su superficie de un film pasivo de óxido nativo de 
estequiometría TiO2, denso, protector y fuertemente adherente. Este film posee un 
espesor entre 2 a 8 nm, dependiendo de la composición del metal (si se trata de Ti puro o 
una aleación), el medio en el que se encuentre y la temperatura [7]. La pasivación de un 
metal está ligada a una pérdida de su reactividad química o electroquímica bajo ciertas 
condiciones ambientales, particularmente la presencia de aire. Este film pasivo es de 
especial importancia debido a que la biocompatibilidad de los implantes de Ti está 
asociada a la superficie de óxido y no al material de titanio en sí, ya que confiere al 
material una buena resistencia a la corrosión [7, 8].  
Estas características convierten al Ti en uno de los biomateriales más ampliamente 
usados en prótesis valvulares cardíacas, así como también para la manufactura de 
instrumental médico, prótesis ortopédicas, implantes dentales y ortodoncias [7, 8]. 
Además el Ti puro y la aleación Ti-6Al-4V ELI (“extra low level of interstitial content”; bajo 
nivel de contenido intersticial) son los más empleados como biomateriales estructurales y 
funcionales para el reemplazo de tejidos duros (prótesis ortopédicas de rodilla y cadera, 
prótesis dentales), ya que su resistencia a la corrosión y biocompatibilidad los convierten 
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en el material de elección con respecto a otros metales como Zr, Ta u otras aleaciones del 
Ti con molibdeno, zirconio y niobio [4, 9]. 
La superficie de un biomaterial casi siempre difiere en morfología y composición en 
comparación al correspondiente material masivo (“bulk”). Debido a que la superficie es la 
parte del material en contacto con el medio biológico, ésta juega un rol importante en las 
aplicaciones de los mismos en biología y medicina. En efecto, la mayor parte de los 
procesos de interés ocurren sobre la superficie o bien en la interfaz con el medio 
biológico. Se ha encontrado que la topografía de la superficie de algunos biomateriales 
puede afectar la estabilidad de la interfaz entre implante y tejido [10]. Para aquellos 
materiales que no liberan sustancias tóxicas al medio las características de su superficie 
son las únicas que rigen la interacción del material extraño con el tejido huésped [11, 12].  
Las superficies de los biomateriales pueden ser modificadas con el objetivo de 
mejorar sus propiedades físicas y químicas, las cuales determinan su biocompatibilidad, 
durabilidad y resistencia a la corrosión en fluidos biológicos. De acuerdo al objetivo 
deseado, la funcionalización de las superficies se puede realizar con moléculas orgánicas 
(por ejemplo tioles)[13], biomoléculas y especies de interés biológico (antibióticos, 
proteínas, ácidos nucleicos, fosfolípidos, etc) [12, 14] o nanomateriales (especialmente 
NPs)[15].  
En el caso particular del Ti y sus aleaciones, las superficies de estos materiales 
juegan un papel importante en la integración del implante y permanencia del mismo en el 
cuerpo humano. Sin embargo, cuando trabajamos con la superficie del Ti debemos tener 
en cuenta, que en realidad hay presente una capa de óxido nativo (como se ha 
mencionado anteriormente). Por lo tanto, la superficie del material de Ti que va estar 
expuesta y/o interaccionar con el medio circundante y los organismos vivos es el Ti/TiO2. 
Este dato es importante en el momento que se desee realizar caracterizaciones, 
modificaciones y analizar las interacciones entre superficie y el medio circundante donde 
se encuentre expuesto el Ti. Por otro lado, se han desarrollado estrategias que consisten 
en modificar la superficie del Ti, las cuales ayudarían a mejorar diversos factores que 
inciden en la performance del implante, tales como la unión implante-hueso, la capacidad 
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de modular y conducir el comportamiento celular de las células que conforman al hueso, 
la resistencia al desgaste y a la corrosión, la biocompatibilidad y la capacidad de inhibir la 
proliferación microbiana sobre la superficie del implante [16]. Actualmente se utilizan 
diversas técnicas de modificación superficial para alcanzar estos objetivos, las cuales se 
pueden clasificar en [16, 17]:  
- mecánicas (maquinado, pulido, molienda).  
- químicas (tratamientos ácidos o alcalinos, con H2O2, métodos sol-gel, métodos 
bioquímicos). 
- físicas (spray térmico, deposición por vapor, plasma, implantación de iones). 
Uno de los objetivos más deseados en el desarrollo de materiales implantables es 
obtener superficies con características antimicrobianas para, de esa manera, inhibir la 
adhesión y colonización de bacterias, permitiendo una reducción en la tasa de infección 
del implante. Una de las técnicas de modificación más utilizadas para alcanzar tal objetivo 
es la modificación química de la superficie con diferentes moléculas con capacidades 
microbicidas. En la literatura es posible encontrar antecedentes acerca de modificaciones 
superficiales de Ti con el objetivo de inhibir la colonización bacteriana y/o de mejorar la 
adhesión de las células del tejido. Por ejemplo, Harris et al. funcionalizaron superficies de 
Ti/TiO2 con un copolímero compuesto por poli-L-lisina y PEG mediante inmersión del 
sustrato en una solución del polímero. Como resultado obtuvieron una superficie que 
permitió la adhesión de células osteoblásticas y mostró una reducción de la adhesión de S. 
aureus [18]. Por otra parte, Chua et al. modificaron superficies de Ti mediante ensamblaje 
capa por capa con ácido hialurónico y quitosano para acoplar un péptido RGD (compuesto 
por arginina, glicina y ácido aspártico). Los sustratos modificados mostraron una reducción 
del 80% de la adhesión de S. aureus y el péptido permitió un aumento en la adhesión y 
proliferación de las células osteoblásticas [19].  
Uno de los agentes microbicidas que han empezado a utilizarse con mayor 
frecuencia son las NPs Ag, las cuales, como hemos mencionado en capítulos anteriores, 
presentan una gran eficacia microbicida sobre diversos microorganismos. En 
consecuencia, se han empezado a implementar en los tratamientos superficiales, tal como 
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hicieron Juan et al., quienes modificaron superficies de titanio con NPs Ag previa 
silanización del sustrato con APS (3-aminopropil trietoxisilano). Ellos demostraron que el 
porcentaje de mortandad de S. aureus y E. coli en las superficies modificadas fue de más 
del 90 % y mediante SEM observaron la disminución de la adhesión bacteriana sobre las 
superficies modificadas [20]. Sin embargo, el método de silanización requiere de una 
superficie limpia, un cuidadoso manejo de soluciones toxicas (como la solución piraña, 
que se utiliza para preparar la superficie), reactivos con un alto grado de pureza y tiempo 
de preparación. Otros autores como, Zhao et al. describieron un método distinto al 
anterior que consiste en la incorporación de NPs Ag en las paredes de nanotubos de TiO2, 
para lo cual éstos fueron sumergidos en una solución de AgNO3 e irradiados con luz UV. 
Estos nanotubos de TiO2 con NPs Ag tuvieron la capacidad de matar bacterias planctónicas 
durante varios días y previnieron la adhesión bacteriana durante un período de 30 días 
[21]. Asimismo, Secinti et al. modificaron tornillos de Ti con NPs Ag mediante métodos sol-
gel. Estos tornillos se implantaron en conejos y 28 días después se removieron, 
observándose una inhibición de la adhesión bacteriana [22]. A pesar de los efectos 
microbicidas logrados en cada método nombrado, en todos los casos fue necesario 
realizar un tratamiento previo a las superficies a fin de inmovilizar las NPs Ag, implicando 
un mayor consumo de tiempo, reactivos y convirtiendo el tratamiento en un proceso 
tedioso que involucra varias etapas para obtener la superficie modificada con NPs.  
 
En este capítulo se describirá un método sencillo y rápido para modificar 
superficies de Ti/TiO2 con NPs Ag recubiertas con citrato, el cual no requiere un 
tratamiento previo.   
 
 
6.2 Adsorción de NPs Ag sobre sustratos de Ti/TiO2 
 
Las NPs Ag, preparadas como se describió en el capítulo 4, sección 4.2.3.2.4, fueron 
adsorbidas sobre sustratos de Ti/TiO2 con el objetivo de modificar la superficie de éstos. 
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Para ello se emplearon sustratos circulares de Ti (Johnson-Matthey, 99,7%) con un 
espesor de 0,25 mm y un área de 0,781 cm2. Los mismos fueron pulidos en un primer paso 
con papel abrasivo de carburo de silicio de 2500, luego de lo cual fueron sumergidos en un 
baño de ultrasonido por 45 minutos para retirar todos los restos provenientes del proceso 
de pulido. Se realizó un segundo paso de pulido a espejo con pasta de diamante de 1 µm 
(Prazis). A continuación los sustratos se sumergieron nuevamente en baño de ultrasonido 
por 45 minutos. Por último, se enjuagaron varias veces con a gua desionizada y se secaron 
bajo corriente de N2.  
Los sustratos recién preparados fueron sumergidos en una dispersión coloidal 
fresca de las NPs Ag con una concentración de 3,16x10-2 mg Ag/mL. La incubación se 
realizó durante 24 hs a 4°C en oscuridad. Al finalizar el tiempo se enjuagaron los sustratos 
con H2O desionizada y se secaron bajo corriente de N2. Con el objetivo de comprobar la 
presencia de las NPs Ag sobre los sustratos de titanio se realizó el análisis de las 
superficies modificadas mediante XPS y AFM.  
 
 
6.3 Caracterización mediante XPS de los sustratos de Ti/TiO2 
modificados con NPs Ag  
 
Las muestras fueron caracterizadas en un equipo de XPS XR50 de Specs GmbH con 
un analizador de energía de electrones hemisférico (PHOIBOS 100, Specs GmbH) (Ver 
Capítulo. 2). 
 El espectro de muy baja resolución de los sustratos de Ti/TiO2-NPsAg, tomado en 
un amplio rango de energías de ligadura (“wide scan survey”), mostró los picos 
característicos de Ti, O, Ag y C (Figura 6.1). La aparición de los picos de Ag en el espectro 
“survey” indica que las NPs Ag se adsorbieron en forma efectiva sobre la superficie del 
sustrato luego de la incubación de 24 hs en una dispersión de NPs Ag (Figura 6.1).  
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Figura 6.1. Espectro de XPS “survey” de una superficie de Ti/TiO2 con NPs Ag adsorbidas.  
 
 
 Los espectros de alta resolución en la región Ti 2p mostraron un doblete con 
separación de 5,8 eV (debido al acoplamiento espín-órbita) y una energía de ligadura de 
aproximadamente 459 eV para la componente 2p3/2. Este doblete se asignó al óxido nativo 
del Ti (TiO2) (Figura 6.2), basados en que Pouilleau et al. mostraron espectros de TiO2 con 
un pico máximo en 459 eV [23] y teniendo en cuenta que otros autores informaron 
valores  en el mismo rango (≈ 458,5 eV) [24]. A su vez, no se detectó señal de Ti metálico, 
el cual posee una energía de ligadura de 453,8 eV [24]. Esto era de esperar, ya que el 
espesor del óxido nativo es de unos 8 nm en aire [25], habiéndose informado valores de 
hasta 12 nm [23], con lo cual los fotoelectrones provenientes del Ti metálico no pueden 
ser detectados. 
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Figura 6.2. Espectro de XPS de alta resolución de Ti 2p de un sustrato de Ti/TiO2 modificado con NPs de Ag. 
Las líneas roja y celeste marcan los valores de energía de ligadura (obtenidos de la literatura) 
correspondientes al óxido de Ti y Ti metálico, respectivamente.  
 
 
 El espectro de alta resolución de Ag 3d (Figura 6.3), correspondiente a una muestra 
de Ti/TiO2 modificada con NPs Ag recién sintetizadas, se pudo ajustar satisfactoriamente 
con una sola componente y con una energía de ligadura de 368,3 eV para 3d5/2 con ancho 
de pico a media altura (FWHM, de su sigla en inglés) de 1 eV. Para el ajuste se empleó una 
línea base de tipo Shirley y una separación entre las componentes (debido al 
acoplamiento espín-orbita) igual a 6,01 eV. La componente única se asignó en principio a 
Ag metálica en base a ciertos valores informados en la literatura [26]. Sin embargo, debido 
a que, a diferencia de los otros metales, la Ag metálica presenta un doblete con energía de 
ligadura mayor o igual a la de los óxidos de Ag, la posición del pico 3d5/2 no es un criterio 
suficiente para descartar la presencia de óxido. Sin embargo, el valor de FWHM parecería 
indicar que las NPs no estaban apreciablemente oxidadas. Se obtuvo más información 
acerca de la composición de las NPs Ag mediante medidas de TEM de las mismas. Las 
imágenes de alta resolución de las NPs realizadas varios días después de su síntesis 
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mostraron una red de Ag metálica (Capítulo 4 sección 4.2.3.2.4). Se llegó a la misma 
conclusión en base a los patrones de difracción de electrones obtenidos por TEM.  
 
 
Figura 6. 3. Espectro de XPS en alta resolución de Ag 3d de un sustrato de Ti/TiO2 modificado con NPs de Ag 
recién preparadas  
 
 
Para analizar el posible envejecimiento de las NPs Ag, más teniendo en cuenta el 
hecho de que el recubrimiento de éstas es lábil (iones citrato), se tomaron espectros de 
Ag 3d de muestras de NPs inmovilizadas sobre Ti/TiO2 preparada a partir de una 
dispersión coloidal usada tres semanas después de su síntesis (Figura 6.4). Tal como se 
puede observar, no hubo ningún cambio o modificación apreciable en la energía de 
ligadura o en la intensidad de los picos, por lo que se puede concluir que las NPs Ag no se 
oxidan significativamente luego de algunas semanas.  
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Figura 6.4. Espectro de XPS en alta resolución de Ag 3d de un sustrato de Ti/TiO2 modificado con NPs Ag con 
tres semanas de antigüedad. 
 
 
En cuanto al análisis cuantitativo, a partir de los espectros de baja resolución de Ag 
3d y Ti 2p se pudo estimar el cubrimiento de NPs Ag. Para ello se calculó el cociente de las 
áreas de pico de Ag y Ti (a partir de los espectros en unidades de cuentas por segundo) 
corregido por los correspondientes factores de sensibilidad relativa (RSF), cuyos valores 
son 18 para Ag 3d y 7.9 para Ti 2p. Se obtuvo un valor de 0,12+0,03. A partir de un cálculo 
que relaciona el mencionado cociente de intensidades, las condiciones de análisis, los 
parámetros físicos propios de la fotoemisión del XPS y la altura promedio de las islas de 
NPs adsorbidas sobre la superficie (obtenida a partir de medidas de AFM; ver sección 6.4) 
se pudo estimar un cubrimiento de plata sobre la superficie de Ti/TiO2, el cual resultó ser 
0,09 ± 0,02 (ver Apéndice A). La estimación se realizó con los valores de atenuación 
efectiva de los electrones de Ag 3d/Ag, Ti 2p/Ag y Ti 2p/TiO2 que fueron extraídos de la 
base de datos NIST (National Institute of Standards and Technology) [27]. 
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6.4 Caracterización mediante AFM de los sustratos de Ti/TiO2 
modificados con NPs Ag 
 
 La distribución espacial de las NPs Ag adsorbidas sobre la superficie de Ti/TiO2 se 
determinó mediante medidas de AFM en modo contacto en aire. En primer lugar se 
observaron muestras de Ti/TiO2 que no fueron expuestas a NPs Ag (muestras control), las 
cuales mostraron ausencia de agregados sobre la superficie y ciertas rayas propias del 
proceso de pulido (Figura 6.5). 
 
 
 
Figura 6.5. Imagen de AFM (50x 50 µm2) en modo contacto en aire de un sustrato de Ti/TiO2 pulido sin NPs 
Ag. 
 
 
Las imágenes de AFM en modo contacto de superficies de Ti/TiO2 con NPs Ag 
adsorbidas mostraron islas (o agregados) distribuidas homogéneamente sobre la 
superficie del sustrato las cuales se observan en las imágenes como puntos brillantes 
(Figura 6.6). Los tamaños de las mismas van de los 100 a los 300 nm aproximadamente. 
Tal como se comentó en el Capítulo 2. Sección 2.1.1, se utilizaron puntas de AFM de 
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nitruro de silicio con un radio de curvatura de 10 nm (informado por el fabricante de las 
puntas). Debido al tamaño de los agregados obtenidos, el cual excede considerablemente 
el radio de las puntas empleadas, se presumió que cada isla consistía de varias NPs Ag. A 
fin de corroborar este hecho se realizó el análisis de las secciones transversales de la 
imagen obtenida (Figura 6.7 a y b). Se pudo así estimar la altura de las islas de NPs de Ag 
adsorbidas sobre la superficie del Ti/TiO2. A partir de varias medidas de secciones 
transversales en más de 15 imágenes diferentes se obtuvo una altura promedio de 80 ± 40 
nm. Esto permitió concluir que las islas están formadas por varias capas de NPs Ag (Figura 
6.7 b), teniendo algunas de ellas más capas que otras. Por otra parte, el cubrimiento de 
islas de NPs Ag se calculó con la herramienta “Bearing” del programa Nanoscope versión 
5.3, obteniéndose un valor de 0,09 ± 0,03. Este valor fue congruente con los datos 
obtenidos por XPS descriptos en la sección anterior. 
 
 
Figura 6.6. Imagen de AFM  (30 x 30 µm2) en modo contacto de un sustrato de Ti/TiO2 modificado con NPs 
Ag (en aire). 
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Figura 6.7. Medidas de AFM en modo contacto de sustratos de Ti/TiO2 modificados con NPs Ag (en aire). a) 
Imagen de 12 x 7,4 µm2 y b) corte transversal de la imagen de a).  
 
 
Con el objetivo de estimar la intensidad de la adsorción entre las NPs y la 
superficie, se midió la fuerza necesaria para remover las NPs de la superficie de Ti/TiO2. 
Para ello, se utilizó el AFM en modo contacto y se barrió la superficie aumentando la 
fuerza de interacción entre la punta y la muestra, hasta alcanzar la condición en la que las 
NPs Ag eran desplazadas de la superficie. Esta condición quedó evidenciada por la 
aparición de una ventana sin nanopartículas al aumentar el tamaño del barrido. La fuerza 
aplicada en cada caso se estimó mediante curvas de fuerzas.  
Una curva de fuerza, tal como se describió en detalle en el Capítulo 2, sección 2.1, 
representa la deflexión del láser en función de la altura de acercamiento o retracción del 
cantiléver sobre una superficie, lo cual es una medida directa de la fuerza de interacción. 
La fuerza se calculó con la siguiente ecuación: 
 
𝐹 = 𝑘 𝑥 𝑑                                                                      (ec. 6.1) 
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donde k es la constante elástica del resorte del cantiléver y d es la distancia entre la 
posición inicial y final de éste. El valor de k fue de 0,2362 N/m (calculado con el software 
Nanoscope 7.3 del AFM) y el valor de d se obtuvo de cada curva. En la Figura 6.8, se 
muestra una de las curvas obtenidas para la condición en la que las NPs Ag fueron 
desplazadas completamente de la superficie. A partir de las curvas de fuerzas se 
estableció que fueron necesarias fuerzas de aproximadamente 4400 nN para arrastrar las 
NPs. Este valor tan alto indicó que las NPs Ag se encontraban fuertemente adsorbidas 
sobre la superficie del sustrato de Ti/TiO2. 
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Figura 6.8 Curva de fuerza correspondiente a un sustrato de Ti/TiO2 modificado con NPs Ag. La distancia d es 
la diferencia entre la posición inicial y final del cantiléver. La curva fue registrada previamente al barrido de 
la superficie aplicando una fuerza tal que arrastró las NPs Ag. 
 
 
Para estudiar mejor la estructura de los agregados se prepararon sustratos de 
Ti/TiO2 que fueron incubados en dispersiones de NPs Ag durante períodos cortos de 
tiempo. Luego de una incubación de 45 minutos se pudieron observar agregados, aunque 
en este caso la superficie de Ti/TiO2 no estaba uniformemente cubierta. Se pudo 
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comprobar que los agregados eran de menor tamaño que los correspondientes a 24 hs de 
incubación (Figura 6.9 a), pudiéndose observar en muchos casos NPs Ag individuales que 
forman parte de las islas. En las imágenes de la Figura 6.9 a aparecen algunas líneas 
debido a que la punta del AFM movió de su posición inicial algunas NPs superficiales 
débilmente adheridas a los aglomerados. Se realizó el análisis de secciones transversales a 
partir de las imágenes de NPs individuales para estimar el diámetro de las NPs adsorbidas. 
Se obtuvo un valor promedio de 10 nm (Figura 6.9 b), el cual se acerca bastante al 
obtenido a partir de las imágenes de TEM (Capítulo 4 sección 4.2.3.2.4). Por otra parte, 
para tiempos cortos no se observó en general más de una sola capa de NPs Ag agregadas 
sobre la superficie. 
Por otra parte, a partir de las imágenes fue posible estimar el diámetro de las NPs 
individuales adsorbidas que resultó ser de 10 nm. El tamaño obtenido por AFM fue acorde 
al obtenido por TEM, el cual fue de 6 ± 2 nm, si se tienen en cuenta los siguientes factores: 
i) en el caso de las medidas de AFM también se está midiendo el recubrimiento de las NPs 
el cual fue de aproximadamente 1 nm y ii) las NPs adsorbidas ya poseían cierto tiempo de 
añejamiento, lo cual puede haber incrementado también su tamaño (Capítulo 4 sección 
4.2.3.2.4). 
 
Figura 6.9. Medidas de AFM en modo contacto de sustratos de Ti/TiO2 modificados con NPs Ag (en aire). a) 
Imagen de alta resolución de AFM (760 x 760 nm2) de NPs individuales observadas después de 45 minutos 
de incubación en un solución coloidal de NPs Ag y b) corte transversal de (i y ii) de la imagen mostrada en a), 
en la que se midió la diámetro de las NPs individuales. Se muestra también el diámetro medido para dos 
NPs. 
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Por lo tanto, se pudo concluir que los agregados estaban formados por NPs Ag 
individuales, tal como se ha informado para NPs Au recubiertas con un tiol y adsorbidas 
espontáneamente sobre HOPG [28], y que éstas, una vez adsorbidas sobre la superficie, 
no sufrieron un proceso de maduración de Ostwald (“Ostwald ripening”) apreciable [29], 
el cual se hubiese visto reflejado en un aumento considerable del tamaño de las NPs.  
 En cuanto a las interacciones de las NPs con el sustrato, es conocida la afinidad de 
los ácidos carboxílicos por las superficies de óxido, aunque tampoco puede descartarse la 
influencia de las interacciones de van der Waals. Dobson et al., por ejemplo, mostraron la 
adsorción de diferentes ácidos carboxílicos sobre la superficie de TiO2 por espectroscopía 
infrarroja (IR). Además, informaron de que la presencia de un segundo grupo carboxilato 
permite la formación de estructuras más estables sobre la superficie del TiO2 [30]. 
Asimismo, Ojamäe et al. demostraron la adsorción de diferentes ácidos carboxílicos sobre 
la superficie de TiO2, los cuales incluían al ácido cítrico, mediante IR y cálculos. Ellos 
evidenciaron la formación de enlaces coordinados tipo puente y monodentados entre la 
superficie y el grupo carboxilato, siendo esta última la más estable en moléculas con dos 
grupos carboxilatos  [31]. Además, Weisz et al. propusieron que los ácidos carboxílicos 
forman complejos sobre superficies de titanio oxidado[32].  
A fin de obtener evidencia adicional se realizaron medidas de XPS de sustratos de 
Ti/TiO2 incubados en una solución de citrato, encontrándose la señal típica de C 1s 
asignada a especies carboxilato en aproximadamente 289 eV (Figura 6.10), lo cual indica 
que esos iones se adsorbieron espontáneamente sobre la superficie oxidada. A su vez, 
para poder comprender mejor el rol del citrato como recubrimiento, se modificaron las 
NPs Ag citratadas (en dispersión) con polisorbatos (Tween 20), en los cuales predominan 
los grupos -OH. Se siguió el protocolo propuesto por Aslan et al. [33] para NPs Au, 
mediante el cual el citrato es reemplazado como ligando por una capa de polisorbatos. Se 
realizaron medidas adicionales de XPS con Ti/TiO2 modificados con NPs Ag recubiertas con 
polisorbatos y se compararon con los resultados de las NPs Ag recubiertas con citrato. En 
todos los casos se emplearon dispersiones de NPs Ag de la misma concentración. El 
análisis de las medidas de XPS con espectros de baja resolución demostró que el cociente 
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de intensidades Ag/Ti siempre fue mayor para las NPs Ag recubiertas con citrato (en 
promedio unas 7 veces mayor) que para las modificadas con polisorbatos. Por lo tanto, es 
razonable atribuir la gran afinidad y fuerte interacción entre las NPs Ag recubiertas de 
citrato y la superficie oxidada del Ti al recubrimiento de citrato de las NPs. 
 
 
Figura 6.10. Espectro de alta resolución de XPS de un sustrato de Ti/TiO2 sumergido en una solución 17 mM 
de citrato de sodio. La solución corresponde a la usada en la preparación de las NPs. 
 
 
Como se ha mencionado anteriormente, la altura de las islas observadas mediante 
AFM corresponde a varias capas de NPs, lo cual indicaría que las interacciones 
nanopartícula-nanopartícula también están involucradas en el proceso de estabilización 
de los agregados. En este caso podemos pensar que, además de las fuerzas de van der 
Waals (tal como propusieron Grumelli et al. para el caso de la adsorción de NPs Au sobre 
HOPG [28]), la formación de enlaces de hidrógeno entre los citrato ha favorecido la 
formación de los agregados de NPs. De hecho, en el caso de superredes de NPs Au 
recubiertas con ácidos carboxílicos, Yao et al. mostraron que éstas son capaces de 
autoensamblarse formando estructuras en 2D y 3D. En este caso los enlaces de hidrógeno 
eran el tipo de interacción interpartícula predominante y el mediador que regulaba el 
espaciado entre NPs [34]. 
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6.5 Estudio de la liberación de iones Ag(I) en medios acuosos 
 
Anteriormente se ha mencionado que la acción bactericida de las NPs Ag se debe a 
mecanismos que involucran la interacción de las NPs y/o los iones Ag(I) con las bacterias 
En el caso de NPs Ag adsorbidas de forma relativamente fuerte sobre la superficie de 
Ti/TiO2, es válido pensar que las NPs Ag no son capaces de liberarse al medio, por lo que el 
mecanismo de acción principal estaría dado por la liberación de iones Ag(I). Por este 
motivo, es importante poder determinar en qué medida las NPs Ag inmovilizadas sobre la 
superficie de Ti/TiO2 se oxidan liberando iones Ag(I) al medio [35, 36]. En la literatura hay 
varios trabajos acerca de la liberación de iones Ag(I) a partir de NPs Ag adsorbidas. Por 
ejemplo, Roe et al. determinaron la concentración de iones plata liberados de las NPs 
inmovilizadas en la superficie de un catéter a través de estudios con Ag radiactiva [37]. 
También, Joyce-Wohrmann et al. informaron valores correspondientes a la cantidad de 
iones liberados de las NPs Ag desde la superficie de catéteres por stripping anódico [38], 
mientras que Zhao et al. determinaron la concentración de iones liberados desde 
nanotubos de TiO2 modificados con NPs Ag mediante espectroscopía de emisión por 
plasma [21]. En todos los casos la determinación de la concentración y/o cantidad de 
iones liberados dependerá, entre otras cuestiones, de la cantidad de NPs Ag adsorbidas 
sobre la superficie del soporte, del recubrimiento de las nanopartículas, del límite de 
detección la técnica y del medio en el que se realice la liberación de iones Ag, ya que este 
ion precipita con bastante facilidad.  
El objetivo del estudio fue determinar la concentración de iones Ag(I) liberados por 
las NPs Ag adsorbidas sobre los sustratos de Ti/TiO2 (Ti/TiO2 –NPsAg) y por sustratos de Ag 
masiva de dimensiones similares y comparar estos valores con los correspondientes a la 
máxima concentración de Ag(I) capaz de existir en solución fisiológica. Para ello, se 
realizaron medidas con  espectroscopía de absorción atómica (AA) con horno de grafito. 
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6.5.1 Ensayos de liberación de iones Ag(I) 
Los sustratos de Ti/TiO2 –NPsAg se prepararon tal como se describió previamente 
(sección 6.2). Luego de ser retirados de la dispersión coloidal de NPs Ag, éstos se 
recubrieron con esmalte en su parte posterior. Esto se hizo para poder determinar la 
cantidad de iones Ag(I) provenientes sólo de la cara pulida a espejo del sustrato y para 
asegurar condiciones similares en todos los ensayos. Se realizó el mismo procedimiento 
con los sustratos de Ag.  
Los ensayos de liberación se realizaron en agua desionizada para evitar en una 
primera instancia las complicaciones que existen con medios complejos como los medios 
de cultivo, caldo nutritivo y DMEM, que se usaron en los ensayos con bacterias y con 
células eucariotas, respectivamente. Estos medios están compuestos por proteínas con 
grupos tiol, cloruros, iones, azúcares, etc. que hacen precipitar a los iones Ag(I) o forman 
sales insolubles con los mismos y, por lo tanto, interfieren en la determinación correcta de 
la concentración de Ag(I) en las soluciones a medir. Cada sustrato se colocó en un 
recipiente individual con 3 mL de H2O desionizada a 30°C. Se realizaron ensayos de 4 y 24 
hs.  
 
6.5.1.1 Medidas de Absorción Atómica  
Se realizaron medidas de espectroscopía de absorción atómica (AA) de las 
soluciones obtenidas al sumergir los sustratos de Ti/TiO2 –NPsAg y de Ag en agua a  30°C 
(preparados tal como se explicó en la sección anterior). En este caso los 3 mL de agua 
desionizada puestos en contacto con los sustratos se llevaron a 6 mL con HNO3 para 
alcanzar una concentración final igual a 0,1 M. Los sustratos de Ag se utilizaron con fines 
comparativos. Las medidas de AA con horno de grafito fueron realizadas en el Servicio de 
Trazas de la Fac. de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires.  
En la Tabla 6.1 se muestran los resultados obtenidos para la determinación de la 
concentración de Ag total de las soluciones expuestas a los sustratos de Ti/TiO2-NPs Ag y 
de Ag. Como se puede notar, los valores obtenidos de la concentración de Ag para 4 hs y 
24 hs en agua de los sustratos de Ti/TiO2-NPsAg fueron 0,05 mg/L (0,46 µM) y 0,07 mg/L 
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(0,65 µM), respectivamente. Con respecto a los valores de concentración de iones Ag(I) 
liberados de los sustratos de Ag, se encontraron valores similares de concentración de Ag 
para 4 y 24 hs, con un comportamiento muy parecido al observado para los sustratos 
Ti/TiO2-NPsAg (Tabla 6.1).  
 
Tabla 6.1. Concentración de Ag total de las soluciones expuestas a sustratos de Ti/TiO2 –NPsAg y de Ag 
masiva para tiempos de liberación iguales a 4 y a 24 hs 
 
Concentración de Ag total  
Ti/TiO2 – NPsAg Ag 
4hs 24 hs 4 hs 24 hs 
0,05 mg/L 0,07 mg/L 0,06 mg/L 0,07 mg/L 
 
Para entender mejor la magnitud de los valores obtenidos se estimó la cantidad de 
Ag adsorbida sobre la superficie de Ti/TiO2. Para ello se tuvieron en cuenta los datos 
obtenidos por XPS y AFM (descriptos en secciones anteriores). Se consideró un diámetro 
promedio de los agregados de 200 nm y una altura promedio de 80 nm. Para el cálculo se 
empleó el valor de cubrimiento obtenido mediante XPS y AFM, es decir 0,09. La cantidad 
de Ag total sobre la superficie del sustrato estimada fue de ≈7x10-8 moles de Ag/cm2 (ver 
Apéndice B), indicando que la cantidad de Ag liberada de los sustratos de Ti/TiO2-NPsAg 
por 4 y 24 hs corresponde a un 2,5% y 3,6% con respecto a la cantidad total de Ag 
adsorbida total. Además, los valores obtenidos a 4 y 24 hs fueron similares, lo cual 
mostraría que el proceso de liberación de iones fue constante. Este comportamiento 
también fue informado en la literatura por otros autores [39]. Asimismo, Pallavicini et al. 
observaron para sustratos de vidrio modificados con NPs Ag que únicamente se liberaba 
un 15% de Ag con respecto a la cantidad total Ag, en forma progresiva hasta alcanzar un 
valor determinado y mantenerse constante durante los días posteriores [40]. Este 
comportamiento también fue informado en otros trabajos, en los que se encontró que 
inicialmente se liberan grandes cantidades de Ag(I), pero éstas van disminuyendo 
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gradualmente en dos semanas hasta alcanzar una concentración que corresponde a la 
mitad de la concentración inicial de Ag(I) medida [21]. Cabe mencionar que los tiempos 
elegidos para estudiar la liberación de iones Ag(I), 4 y 24 hs, están relacionados los 
ensayos realizados con bacterias que se describirán en el próximo Capítulo.  
Si se comparan los valores obtenidos para un mismo tiempo de liberación 
utilizando los dos tipos de sustratos (Ti/TiO2-NPsAg y Ag), se encuentra que los valores son 
similares. Para interpretar estos resultados, se calculó la cantidad de Ag superficial 
expuesta al medio en el caso de los agregados de NPs Ag y Ag masiva (ver Apéndice B). 
Para esto se supuso que los agregados de NPs Ag sobre la superficie de Ti/TiO2 poseen una 
forma cilíndrica y que sólo la parte expuesta del cilindro es capaz de liberar iones Ag al 
medio. Mediante este cálculo se obtuvo un valor para el número de átomos de Ag 
superficiales de aproximadamente 2,3 x1014 átomos/cm2 del sustrato expuesto al medio. 
La cantidad de átomos de Ag expuestos en una superficie de un sustrato de Ag masiva 
(111) es de 1x1015 átomos de Ag/cm2 [41]. Al comparar ambos valores se puede observar 
que el número de átomos/cm2 para la superficie de titanio modificada con NPs es 
aproximadamente un orden de magnitud menor que para el sustrato de Ag masiva.  
Se puede concluir así que el número de átomos de Ag expuestos al medio es 
similar para ambos sustratos, lo que explica que la concentración de iones Ag liberados del 
sustrato de Ti/TiO2-NPsAg sea similar a la correspondiente al sustrato de Ag (Tabla 6.1). 
Además, como se ha mencionado en Capitulo 5 para el caso de bacterias planctónicas, las 
NPs individuales fueron capaces de liberar una gran cantidad de iones Ag debido a la alta 
relación de área/volumen, la presencia de defectos, etc.  
 
 
6.6 Conclusiones  
 
Mediante el análisis de los datos de AFM y XPS se pudo determinar que las NPs Ag 
recubiertas con citrato se adsorben espontáneamente sobre sustratos de Ti/TiO2 luego de 
una inmersión de 24 hs en dispersiones de NPs Ag, obteniéndose un cubrimiento 
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aproximado de 0,09. Las NPs se adsorbieron formando islas tridimensionales con un 
tamaño entre 100 y 300 nm y una altura promedio de 80 nm. Las mismas se encontraron 
homogéneamente distribuidas sobre la superficie de Ti/TiO2 y resultaron ser estables en el 
tiempo. Por otro lado, para tiempos de inmersión más cortos (45 min) se pudo observar 
mediante AFM la presencia de NPs individuales. En el proceso de adsorción de las NPs 
sobre la superficie están involucradas tanto las interacciones entre las nanoestructuras y 
el sustrato (existe una gran afinidad de los grupos carboxilato por el TiO2) como también 
las interacciones entre NPs (posiblemente tanto fuerzas de van der Waals como enlaces 
de hidrógeno). De esa manera, mediante dos técnicas distintas (XPS, una técnica 
promedio, y AFM, una técnica local) se pudo obtener un análisis completo de la superficie 
modificada. Además, se demostró que las NPs adsorbidas sobre la superficie de Ti/TiO2 
liberaron concentraciones de Ag similares a las de sustratos de Ag masiva debido a que el 
área de átomos expuestos al medio es aproximadamente igual en ambos casos.  
En la literatura se han descripto diversas estrategias más complejas para modificar 
con plata superficies de titanio u óxido de titanio [42-44]. Sin embargo, el método que 
hemos utilizado en este trabajo permite obtener superficies homogéneamente cubiertas 
por islas de NPs Ag con muy poco esfuerzo, costos reducidos y una metodología muy 
simple, demostrando su fácil y práctica aplicación sobre sustratos de Ti.  
El método desarrollado puede ser aplicado de manera sencilla sobre superficies de 
implantes de Ti, como prótesis dentales u ortopédicas, con el objetivo final de inhibir la 
colonización bacteriana, la cual ocasiona infecciones y grandes costos al sistema de salud. 
Con una pequeñísima cantidad de Ag en forma nanoparticulada se obtienen resultados 
similares a los obtenidos sobre Ag masiva, con la ventaja de que ésta se encuentra sobre 
un material de interés en prótesis. Además, debido a la sencillez del método no sería 
necesario contar con personal altamente calificado o equipamiento especializado para la 
preparación de los implantes o prótesis, ya que se podría comprar la dispersión de NPs Ag 
y sumergir los sustratos antes de la implantación.  
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Capítulo 7  
 
Adhesión y viabilidad de bacterias sobre sustratos de 
Ti/TiO2 modificados con nanopartículas de Ag 
 
7.1 Introducción 
 
 Uno de los grandes inconvenientes relacionados con los materiales implantables es 
la adhesión y colonización bacteriana, que lleva a la formación de biofilms sobre la 
superficie de dispositivos médicos tales como catéteres, válvulas cardíacas e implantes 
ortopédicos y dentales [1, 2]. A pesar de que los inconvenientes se minimizan luego de la 
utilización de técnicas asépticas o de tratamiento profilácticos con antibióticos vía oral, el 
contar con dispositivos médicos que tuvieran incorporadas sustancias con propiedades 
antimicrobianas podrían proporcionar una protección adicional y reducirían aún más el 
riesgo de infecciones [3, 4]. Como se ha mencionado anteriormente (ver Capítulo 6), 
actualmente se han empezado a modificar las superficies de estos materiales con agentes 
bactericidas como antibióticos [5, 6], péptidos[7] y compuestos de Ag, ya sea en forma de 
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iones o nanopartículas. En particular, se han propuesto la utilización de NPs Ag sobre 
dispositivos para hacer frente a la proliferación microbiana por su amplia capacidad 
microbicida y la falta de resistencia microbiana ante estos materiales  
En general, los compuestos de Ag pueden impregnarse, revestir, o depositarse 
sobre el dispositivo médico por diversas técnicas, tales como deposición física de vapor 
(PVD), deposición química de vapor (CVD), electroquímicas, modificación química o por 
inmersión en una solución de especies de Ag o en una dispersión de NPs Ag. En la 
literatura hay una amplia gama de insumos y dispositivos que se han modificado con NPs 
Ag, tales como vendas [8-10], catéteres[11-13], implantes [14, 15], barbijos [16] y hasta 
pinturas [17]. El objetivo final de todas estas técnicas es crear capas delgadas de NPs Ag 
sobre la superficie de los dispositivos o embeber las NPs Ag en el material, para inhibir la 
colonización bacteriana sobre el material.  
 El Titanio, como los demás materiales usados en implantes, presenta los mismos 
problemas de formación de biofilms bacterianos sobre su superficie. La estrategia que se 
ha empezado a aplicar desde hace algún tiempo para evitar este inconveniente es la 
modificación de la superficie del Ti/TiO2 con NPs Ag. En la literatura hay diversos 
antecedentes con respecto a la modificación del titanio con NPs Ag por diversas técnicas. 
Secinti et al. investigaron si los tornillos de Ti recubiertos con NPs Ag podrían inhibir la 
formación de biofilm en conejos de Nueva Zelanda. El recubrimiento de NPs Ag sobre la 
superficie de los tornillos se realizó mediante un método sol-gel. Se implantaron éstos y 
otros tornillos sin modificar (empleados como control) en los conejos. Se analizaron los 
tornillos y los huesos adyacentes por TEM, SEM y por análisis microbiológico (recuento en 
placa). No se encontró formación de biofilm en los tornillos recubiertos con NPs Ag, 
mientras que aquéllos sin recubrimiento desarrollaron biofilms en sus superficies. Los 
conejos expuestos a tornillos recubiertos con NPs Ag no sufrieron ningún efecto ante la 
presencia de Ag. Estos hallazgos sugieren que los tornillos recubiertos con NPs Ag son tan 
seguros como los tornillos de Ti sin revestir, con la ventaja de que el revestimiento ayuda 
a prevenir la formación de biofilms y la posterior infección [18].  
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Por otra parte, en el trabajo de Zhao et al. se modificaron superficialmente 
nanotubos de TiO2 con NPs Ag, mediante inmersión en una solución de AgNO3 y posterior 
irradiación con luz UV, y a continuación éstos fueron expuestos a cultivos planctónicos de 
S. aureus. Los resultados mostraron efectividad para matar a las bacterias planctónicas en 
los primeros días de inhibición de la adhesión bacteriana hasta los 30 días. Sin embargo, 
los ensayos de citoxicidad en células osteoblásticas mostraron efectos nocivos como 
consecuencia de este tratamiento, los que podrían deberse a la velocidad de liberación de 
iones Ag (I) [19]. Este estudio, a pesar de informar una exposición larga en un cultivo 
bacteriano, ha demostrado únicamente el efecto de la modificación superficial con NPs Ag 
sobre bacterias planctónicas y no sésiles. Sin embargo, tal como se ha mencionado en el 
Capítulo 1, las bacterias de una misma cepa que forman parte de un biofilm son diferentes 
a las planctónicas en genotipo y fenotipo, siendo más resistentes ante factores como la 
presencia de un antibiótico, cambios de temperatura, concentración de sales, etc.  
En relación con la inhibición de la colonización bacteriana, Ionita et al., 
describieron el efecto microbicida de un recubrimiento de hidroxipatita y NPs Ag 
(realizado mediante anodización) en implantes de Ti-Al-Zr (una aleación de Ti con Al y Zr) 
sobre biofilms de E. coli. Se evaluó la capacidad microbicida del recubrimiento mediante 
halo de crecimiento de las superficies con bacterias adheridas, hallándose una inhibición 
del crecimiento de E. coli del 99,65% [20].  
Los trabajos antes mencionados demuestran que la estrategia de modificación 
superficial de los implantes de Ti con NPs Ag fue efectiva para evitar la colonización 
bacteriana. Sin embargo, los estudios in vitro sobre formación de biofilms son todavía 
escasos.  
En el Capítulo 6 de este Trabajo de Tesis se describió la modificación superficial de 
los sustratos de Ti/TiO2 con NPs Ag mediante un método sencillo y eficaz. En este capítulo 
se estudiará la efectividad del tratamiento superficial de los sustratos de Ti modificado 
con NPs Ag (Ti/TiO2 –NPsAg) para inhibir la colonización bacteriana y de esa manera evitar 
el desarrollo de biofilms de P. aeruginosa (Gram (-)) y S. aureus (Gram (+)) sobre la 
superficie de los sustratos.  
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Las condiciones experimentales usadas durante todos los ensayos de P. aeruginosa 
y S. aureus del presente capítulo fueron las descriptas en el Capítulo 3.  
 
 
7.2 Estudio de la adhesión y viabilidad de las bacterias adheridas 
sobre los sustratos de Ti/TiO2-NPsAg 
 
En esta sección se describirán los ensayos realizados a fin de evaluar la efectividad 
del tratamiento bactericida de los sustratos de Ti/TiO2 con NPs Ag frente a P. aeruginosa y 
S. aureus, cada una representante del grupo Gram (-) y Gram (+). Con este fin se 
determinó la viabilidad de las bacterias adheridas a los sustratos de titanio modificados 
con NPs mediante ensayos cualitativos o cuantitativos por distintos métodos: halo de 
crecimiento, tinción con el kit LIVE/DEAD Baclight ® y recuento en placa.  
Para los ensayos se utilizaron sustratos de Ti/TiO2 modificados con NPs Ag 
(sustratos Ti/TiO2-NPsAg) y sustratos de Ti/TiO2 sin modificar (Ti/TiO2), estos últimos como 
control. Los sustratos Ti/TiO2-NPsAg fueron preparados tal como se describió en el 
Capítulo 6 sección 6.2. Las condiciones experimentales para la formación del biofilm sobre 
los sustratos utilizados fueron descriptas en el Capítulo 3, sección 3.4.1.  
 
 
7.2.1 Ensayo cualitativo de la adhesión y viabilidad de las bacterias adheridas sobre 
sustratos de Ti/TiO2-NPsAg 
 
7.2.1.1 Método del Halo de Crecimiento 
 En este ensayo se comparó en forma cualitativa la viabilidad de las bacterias 
adheridas sobre sustratos Ti/TiO2-NPsAg y Ti/TiO2 control. Para ello se evaluó la capacidad 
de las bacterias adheridas a cada tipo de sustrato para formar colonias viables sobre ágar 
estéril en forma de halo alrededor del sustrato (halo de crecimiento). Éste indica 
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cualitativamente si las bacterias constituyentes del biofilm fueron capaces o no de 
duplicarse, moverse y colonizar el área que rodea al sustrato. 
La formación del biofilm sobre la superficie de los sustratos se realizó según lo 
descripto en el Capítulo 3 sección 3.4.1. En primer lugar, los sustratos fueron sumergidos 
verticalmente en un cultivo de P. aeruginosa con una concentración igual a 4 x 109 
UFC/mL durante 4 hs a 30°C. Al finalizar ese tiempo se retiraron los sustratos, se 
enjuagaron con agua desionizada estéril para retirar las bacterias no adheridas, se 
apoyaron cuidadosamente sobre el ágar estéril por la cara expuesta a la adhesión 
bacteriana y se incubaron las placas de Petri a 30°C por 24 hs. 
Los resultados se muestran en las fotografías de las placas de Petri de los sustratos de 
Ti/TiO2-NPsAg y de Ti/TiO2 control (Figura 7.1). En ambos casos se observó la presencia de 
un halo de crecimiento, indicando colonización bacteriana sobre el ágar después de 24 hs 
de incubación. Los valores de halo medidos en las fotografías de la Figura. 7.1 fueron 0,28 
cm para el Ti/TiO2-NPs Ag y 1,24 cm para el Ti/TiO2 control. A partir de los resultados 
obtenidos se puede concluir que hubo (cierta) inhibición de la colonización bacteriana de 
P. aeruginosa sobre la superficie modificada con respecto al control, lo cual es consistente 
con resultados de la literatura [20]. Por otra parte, se podría presuponer cierta difusión de 
iones Ag(I) de los sustratos Ti/TiO2-NPsAg en el ágar, los que podrían inhibir el crecimiento 
de las bacterias sobre éste en la cercanía de los sustratos [19]. Este ensayo sirvió como 
una primera aproximación para evaluar la efectividad de la modificación de los sustratos 
de titanio con NPs Ag. 
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Figura 7.1. Halo de crecimiento de P. aeruginosa después de 24 hs de incubación en ágar nutritivo a 30°C. a) 
Ti/TiO2 modificado con NPs-Ag y b) Ti/TiO2 control (sin modificar). 
 
 
7.2.2 Ensayos cuantitativos y semi-cuantitativos de la adhesión y viabilidad de las 
bacterias adheridas sobre sustratos de Ti/TiO2 -NPs-Ag.  
 
7.2.2.1 Método I: Kit Live/Dead para P. aeruginosa y S. aureus 
 En este ensayo se evaluó la capacidad microbicida de los sustratos de Ti/TiO2-
NPsAg sobre bacterias adheridas de P. aeruginosa y S. aureus en forma semi-cuantitativa. 
Para ello se formaron biofilms sobre sustratos de Ti/TiO2 control, Ti/TiO2-NPsAg y Ag 
masivo, este último a efectos comparativos y se determinó la adhesión y viabilidad de las 
bacterias adheridas por medio del Kit LIVE/DEAD BacLight®.  
 La formación del biofilm sobre la superficie de los sustratos se realizó como se 
describió en el Capítulo 3, sección 3.4.1. Los sustratos de Ti/TiO2-NPsAg, Ti/TiO2 y Ag 
masiva se expusieron a un cultivo bacteriano de cada cepa ensayada en una concentración 
de 1x 108 UFC/mL por 4 hs a 30°C. Al finalizar el tiempo de exposición al cultivo 
bacteriano, se retiraron los sustratos del cultivo, se enjuagaron con agua desionizada 
estéril y se tiñeron con el Kit LIVE/DEAD BacLight®. El procedimiento de tinción está 
descripto en el Capítulo 3, sección 3.4.2.1.1 del presente trabajo Los sustratos se 
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observaron con un microscopio de epifluorescencia y las imágenes obtenidas se 
analizaron con el software Image J. 
 En base a las imágenes de microscopía de epifluorescencia de P. aeruginosa (Figura 
7.2) sobre sustratos de Ti/TiO2, Ti/TiO2-NPs Ag y Ag se observó que todos los sustratos 
fueron colonizados por bacterias organizadas formando biofilms. 
 
 
 
Figura 7.2. Imágenes de microscopía de epifluorescencia de P. aeruginosa adheridas por 4 hs a 30°C sobre a) 
un sustrato de Ti/TiO2 control, b) un sustrato de Ti/TiO2-NPsAg y c) un sustrato de Ag. La coloración verde 
indica bacterias vivas y la coloración roja bacterias muertas 
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En las imágenes del sustrato de Ti/TiO2 (control) se observaron agregados 
bacterianos sobre toda la superficie del sustrato con pocas bacterias aisladas (Figura 7.2 
a). En los sustratos de Ti/TiO2-NPsAg y Ag se observaron grandes cantidades de bacterias 
aisladas con poca formación de agregados bacterianos (Figura 7.2 b y c). En una primera 
observación global de los sustratos se vio que los sustratos de Ti/TiO2-NPsAg y Ag tenían 
una menor proporción de bacterias adheridas en comparación a los sustratos control.  
A partir de la imágenes de epifluorescencia de P. aeruginosa se realizó un análisis 
para determinar los porcentajes de adhesión y de viables (bacterias viables adheridas) 
sobre los distintos sustratos (Figura 7.3). Las ecuaciones usadas para determinar ambos 
porcentajes están descriptas en el Capítulo 3, sección 3.4.2.1.1. Con respecto al porcentaje 
de adhesión, se tuvieron en cuenta todas las bacterias adheridas sobre los sustratos, es 
decir que se cuentan tanto las bacterias viables como las muertas (Figura 7.3 a). Los 
sustratos de Ti/TiO2-NPsAg y Ag mostraron una leve inhibición en la adhesión aunque sin 
una diferencia significativa (p < 0,05) con respecto al sustrato control. Esto puede deberse 
a que P. aeruginosa es capaz de producir una matriz sobre la superficie tóxica gracias a la 
producción de exopolisácaridos, formando así una barrera física con la superficie que 
sigue permitiendo la adhesión de las bacterias [21, 22]. Este hecho ya ha sido encontrado 
en otras superficies con capacidad microbicida [23, 24]. 
En la Figura 7.3 b se muestra el porcentaje de bacterias viables adheridas de P. 
aeruginosa. Se observó que los valores obtenidos para los sustratos de Ti/TiO2-NPsAg y Ag 
fueron significativamente menores (p < 0,05) con respecto al control. Esta diferencia 
indica una inhibición de la viabilidad bacteriana sobre los sustratos con Ag 
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Figura 7.3. Gráficos de a) % de adhesión y b) % de bacterias viables adheridas para P. aeruginosa sobre 
sustratos de Ti/TiO2 control,  Ti/TiO2 NPs-Ag y Ag. El análisis estadístico se realizó con ANOVA de un factor 
(*≤ 0,05). 
 
 
 En el caso de S. aureus, las imágenes de microscopía de epifluorescencia sobre los 
diferentes sustratos (Figura 7.4) mostraron colonización bacteriana en todos los casos, con 
las bacterias organizadas formando biofilms. Los sustratos de Ti/TiO2 control mostraron 
formación de aglomerados de bacterias y pocas bacterias aisladas (Figura 7.4 a). Por el 
contrario, en los sustratos de Ti/TiO2-NPsAg y Ag se observaron una gran proporción de 
bacterias aisladas y pocos agregados de bacterias (Figura 7.4 b y c) con respecto al control, 
mostrando un comportamiento similar al mencionado con P. aeruginosa. Además, en una 
primera visión global se observó una disminución en la colonización bacteriana sobre los 
sustratos de Ag y modificados con NPs Ag. 
 En este caso también se realizó el análisis de las imágenes de para determinar los 
porcentajes de adhesión y de bacterias viables de los sustratos (Figura 7.5). Los sustratos 
de Ti/TiO2-NPsAg y de Ag mostraron una disminución en el porcentaje adhesión con 
respecto al control, aunque sin diferencias significativas (Figura 7.5 a). Por otra parte, la 
viabilidad de las bacterias adheridas, representada por el porcentaje de bacterias viables, 
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fue menor en los sustratos de Ti/TiO2-NPsAg y Ag con respecto al control con diferencias 
significativas (Figura 7.5 b). Estos resultados mostraron el mismo comportamiento que en 
los ensayos con P. aeruginosa, indicando que el tratamiento fue efectivo en la inhibición 
de la colonización bacteriana para ambas cepas. 
 
 
 
 
Figura 7.4. Imágenes de microscopía de epifluorescencia de S. aureus  adheridas por 4 hs a 30°C sobre a) un 
sustrato de Ti/TiO2 control,  b) un sustrato de Ti/TiO2 NPs-Ag y c) un sustrato de Ag. La coloración verde 
indica bacterias vivas y la roja bacterias muertas. 
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Figura 7.5 Gráficos de a) % de adhesión y b) % de bacterias viables adheridas para S. aureus sobre sustratos 
de Ti/TiO2 control,  Ti/TiO2 NPs-Ag y Ag. El análisis estadístico se realizó con ANOVA de un factor (*≤ 0,05). 
 
 
 
7.2.2.2 Método II: recuento en placa para P. aeruginosa y S. aureus 
 A diferencia del ensayo descripto en la sección anterior, en el ensayo de recuento 
en placa se determinó la concentración de bacterias adheridas viables de P. aeruginosa y 
S. aureus sobre los distintos sustratos. La determinación se realizó mediante recuento en 
placa (ver Capítulo 3 sección 3.4.2.2), mientras que la formación de los biofilms se realizó 
tal como se describió en la sección anterior. 
 Los valores obtenidos para P. aeruginosa fueron 7 × 105 ± 4 × 105 UFC/cm2 para 
Ti/TiO2, 6 × 104 ±4 × 104 UFC/cm2 para Ti/TiO2-NPsAg y 2 × 105 ± 1 × 105 UFC/cm2 para Ag 
masiva (Figura 7.6 a), mientras que para S. aureus fueron 2 × 106 ± 1 × 106 UFC/cm2 para 
Ti/TiO2 control, 3 × 105 ± 2× 105 UFC/cm2 para Ti/TiO2-NPsAg y 4 × 105 ± 2 × 105 UFC/cm2 
para los sustratos de Ag (Figura 7.6 b). En ambos casos el número de bacterias adheridas 
viables en los sustratos de Ti/TiO2-NPsAg y Ag disminuyó aproximadamente un orden de 
magnitud con respecto al control, encontrándose diferencias significativas (p < 0,05) entre 
los valores hallados. Además, no hubo prácticamente diferencia entre los sustratos de 
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Ti/TiO2-NPsAg y Ag, lo cual significa que las NPs Ag adsorbidas en la superficie de Ti/TiO2 
redujeron el número de bacterias de la misma manera que un sustrato de Ag.  
 Los valores relativos de bacterias viables obtenidos por el método de tinción 
empleando el Kit LIVE/DEAD fueron mayores a los obtenidos por recuento en placa. Esta 
diferencia se debió a la técnica en sí misma. La tinción mediante el Kit utiliza una mezcla 
de dos colorantes, ioduro de propidio y SYTO9, los cuales poseen diferentes habilidades 
para penetrar la pared celular bacteriana. El fluoróforo SYTO9 tiñe de color verde todas las 
bacterias, tanto aquéllas con pared celular intacta como las dañadas, mientras que el 
ioduro de propidio tiñe de color rojo sólo las bacterias con daño en su pared celular. Sin 
embargo, bajo de ciertas condiciones, las bacterias sin daño en la membrana están vivas 
pero no son capaces de duplicarse, es decir que no son viables. Es por esto que el número 
de bacterias “vivas” obtenidas por la tinción está sobreestimada con respecto al recuento 
en placa. Por el contrario, este segundo método determina la concentración de bacterias 
vivas y que son capaces de duplicarse después del tratamiento.  
 
 
 
Figura 7.6 Gráficos de bacterias viables adheridas (en UFC/cm2) obtenidos a partir de recuento en placa para 
a) P. aeruginosa y b) S. aureus sobre sustratos de Ti/TiO2 control, Ti/TiO2-NPsAg y Ag. El análisis estadístico 
se realizó con ANOVA de un solo factor (*≤ 0,05). 
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 En cualquier caso, con ambos métodos es posible concluir que la cantidad de 
bacterias viables adheridas sobre los sustratos de Ti/TiO2-NPsAg y Ag fue 
significativamente menor que en los sustratos control y que ambos (Ti/TiO2-NPsAg y Ag) 
inhibieron de manera similar la colonización bacteriana. Tal como se ha mencionado en el 
Capítulo 6, la cantidad de Ag adsorbida sobre la superficie de Ti/TiO2 es aproximadamente 
7 x 10-8 moles de Ag/cm2 (equivalentes a 7,5 µg de Ag/ cm2), una cantidad de plata muy 
pequeña comparada con un sustrato masivo. Sin embargo, una estimación de la cantidad 
de átomos de Ag expuestos al medio para el caso de los sustratos de Ti/TiO2 modificados 
dio un valor de ≈2,3 x 1014 átomos de Ag/cm2, mientras que un sustrato de Ag 
policristalino tiene una densidad superficial de aproximadamente 1 x 1015 átomos de 
Ag/cm2 (ver Apéndice B). Por lo tanto, una cantidad ínfima de Ag adsorbida sobre la 
superficie de Ti/TiO2 tiene una acción bactericida similar a la de la Ag masiva.  
 Estos resultados fueron comparados con otros informadas en la literatura. Autores 
como Liao et al. encontraron mediante recuento en placa y ensayos de halo de inhibición, 
una efectividad microbicida del 90% sobre S. aureus y E. coli para superficies de Ti 
modificadas con NPs Ag mediante silanización [15]. Por otra parte, Mo et al. también 
hallaron una inhibición de la colonización del 90 % para diversas bacterias sobre 
superficies de TiO2 modificadas con hidroxipatita y NPs Ag [24]. Li et al encontraron una 
inhibición de la colonización del 99 % para S. aureus y E. coli en films de TiO2 modificados 
con Ag mediante plasma [25]. También, Mei et al, con la misma técnica de modificación 
sobre nanotubos de TiO2 encontraron una inhibición del 99%, pero con bacterias que 
forman parte de la flora bucal.[26]. Por otro lado, Page et al. utilizando sustratos de TiO2 
modificados con Ag mediante técnicas sol-gel, informaron una inhibición de la 
colonización del 66 % para E. coli [27]. Los resultados encontrados en este trabajo 
coinciden con la tendencia encontrada en la literatura, es decir, no hubo diferencia en la 
acción microbicida para bacterias Gram (-) y Gram (+), a pesar de que los tratamientos 
superficiales fueron diferentes al del presente trabajo. En todos los casos se logró inhibir 
el crecimiento bacteriano y las capacidades microbicidas fueron similares, concluyendo 
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que el método usado para la modificación de la superficie, más sencillo que los otros, fue 
eficaz para inhibir la colonización bacteriana en las cepas ensayadas.  
 
 
7.3 Estudio de la morfología de biofilms bacterianos sobre 
sustratos de Ti/TiO2 modificados con NPs Ag 
 
Como se ha descripto en el Capítulo 1, la formación de un biofilm se ve afectada 
por varios factores, entre ellos las características fisicoquímicas que presenta la superficie, 
las que pueden llegar a influenciar la estructura y distribución de la bacterias en el biofilm 
[23, 28, 29]. Con el objetivo de observar algún cambio en la distribución de las bacterias y 
poder comparar entre distintas superficies se observaron mediante AFM las superficies de 
Ti/TiO2 y Ti/TiO2-NPsAg con biofilms. Para ello se crecieron biofilms sobre las superficies 
de los sustratos, tal como se describió en el Capítulo 3, sección 3.4.1 y se observaron éstos 
por AFM en modo contacto. Los sustratos fueron sumergidos verticalmente en un cultivo 
separados de S. aureus y P. aeruginosa con una concentración de 1x108 UFC/mL por 4hs a 
30°C. Luego, fueron enjuagados con agua desionizada estéril y secados al aire. Las 
medidas de  AFM se realizaron en aire en modo contacto con puntas de nitruro de silicio 
(k = 0.58 N/m).  
 
 
7.3.1 Imágenes de AFM de biofilms de S. aureus  
 Se evaluó la morfología del biofilm de S. aureus sobre los sustratos de Ti/TiO2 
control y de Ti/TiO2-NPsAg. Las imágenes de AFM mostraron bacterias adheridas en 
ambos sustratos, Ti/TiO2 control y Ti/TiO2-NPsAg (Figura 7.7). En el sustrato control se 
observó la presencia de una estructura organizada de agregados de bacterias adheridas 
sobre la superficie del sustrato (Figura 7.7 a) y algunas bacterias aisladas. Con respecto a 
las imágenes de epifluorescencia, con esta técnica se observó en mayor detalle la 
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formación de los agregados bacterianos, los cuales están formados por varias células 
individuales (cocos). Por el contrario, en el sustrato de Ti/TiO2-NPsAg los cúmulos de 
bacterias adheridas estaban más dispersos y no presentaron una estructura armada 
distribuida completamente sobre el sustrato. Además se corroboró la presencia de 
aglomerados de NPs Ag (recuadro en la Figura 7.7b).  Por último, es conocido el hecho que 
la colonización de una superficie por parte de S. aureus genera una matriz extracelular 
polimérica o un exudado de exopolisácarido [30]. Sin embargo, esto no se observó en los 
sustratos estudiados mediante AFM.  
 
 
 
Figura 7.7. Imágenes de AFM de 50 x 50 µm2 en modo contacto de S. aureus adheridos sobre a) un sustrato 
de Ti/TiO2 control y b) un sustrato de Ti/TiO2-NPs Ag. Inset: detalle de un sustrato de Ti/TiO2-NPsAg (7,5 x 7,5 
µm2). Las flechas señalan aglomerados de NPs Ag. 
 
 
7.3.2 Imágenes de AFM de biofilms de P. aeruginosa  
 De manera similar a lo realizado para S. aureus, se evaluó la morfología de los 
biofilms de P. aeruginosa sobre los sustratos de Ti/TiO2 control y Ti/TiO2-NPsAg. A 
diferencia del ensayo con S. aureus, las medidas de AFM se realizaron exponiendo a los 
sustratos a dos concentraciones diferentes de bacterias ( ≈1010 y 1 x 108 UFC/mL) para 
permitir la formación del biofilm sobre la superficie de los mismos. 
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En primera instancia se realizaron ensayos con la concentración más elevada, 
aproximadamente 1010 UFC/mL. Las imágenes de AFM mostraron bacterias adheridas en 
ambos sustratos, Ti/TiO2 control y Ti/TiO2 -NPsAg. En el caso de los sustratos de Ti/TiO2 
control se observó que el biofilm se organizó mediante agregados de bacterias en forma 
de “balsas” sobre la superficie del sustrato control (Figura 7.8 a), confirmando las 
observaciones realizadas por microscopía de epifluorescencia, aunque con mayor detalle. 
Sin embargo, sobre los sustratos de Ti/TiO2-NPsAg, las bacterias resultaron estar más 
dispersas y no presentaron una estructura armada (Figura 7.8 b). Por otra parte, en la 
superficie de los sustratos modificados se observó la presencia de una gran cantidad de 
material extracelular exudado por las bacterias, el cual corresponde a EPS, tal 
componente que ha sido mencionado en secciones anteriores y en el Capítulo 1. Por 
último fue posible observar los aglomerados de NPs Ag sobre la superficie del Ti/TiO2 
(Figura 7.8 c) aún después un largo período de exposición a un medio acuoso (más de 72 
hs), demostrando la gran afinidad de las NPs por la superficie de Ti/TiO2. 
 
 
Figura 7.8. Imágenes de AFM en modo contacto de P. aeruginosa adheridas sobre a) un sustrato de Ti/TiO2 
control (50 x 50 µm2), b) un sustrato de Ti/TiO2 modificado con NPs-Ag (50 x 50 µm
2) y c) un sustrato de 
Ti/TiO2 modificado con NPs Ag expuesta por 72 hs a un cultivo bacteriano (8 x 8 µm
2) 
  
 
Por otra parte se realizaron ensayos con P. aeruginosa manteniendo las mismas 
condiciones experimentales pero con una concentración de bacterias 1 x 108 UFC/mL, 
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igual a la empleada en los ensayos cuantitativos de adhesión y viabilidad de bacterias de la 
sección 7.2.2. Las imágenes de sustratos de Ti/TiO2 control mostraron que las bacterias 
forman el mismo tipo de agregados mencionados anteriormente con presencia de pocas 
bacterias aisladas (Figura 7.9 a). Asimismo, en las imágenes de la superficie de los 
sustratos de Ti/TiO2 –NPsAg se observó la presencia de una gran proporción de bacterias 
aisladas y pocos agregados (Figura 7.9 b). Por lo tanto, las imágenes de AFM de ambos 
sustratos confirmaron lo observado por microscopía de epifluorescencia. Además, en este 
caso también se observó la matriz extracelular exudada alrededor de las bacterias 
adheridas (Figura 7.9 b, flechas). Tal como se mencionó en el Capítulo 1, P. aeruginosa es 
capaz de producir una matriz extracelular polimérica compuesta por proteínas y 
polisacáridos como alginato, Pel y Psl [21, 22] cuya producción es parte del proceso del 
desarrollo del biofilm sobre una superficie. Estos polisácaridos son sintetizados y 
exudados al exterior celular, acondicionando el medio y dando estructura al biofilm [31-
33]. Asimismo, la matriz generada por estos componentes cumple diversas funciones, ya 
que actúa como barrera, otorga resistencia frente a antibióticos, etc. [3], permitiendo 
incluso la adhesión de las bacterias sobre superficies tóxicas [23].  
 Los resultados obtenidos para las bacterias planctónicas de ambas cepas 
ensayadas con NPs Ag (Capítulo 5) mostraron que P. aeruginosa fue más susceptible a la 
presencia de NPs Ag que S. aureus. Sin embargo, cuando se compararon los resultados 
correspondientes las mismas bacterias adheridas sobre los sustratos, se encontró que la 
susceptibilidad de ambas, evaluada mediante ensayos de viabilidad, es similar. Como se 
ha mencionado, en base a imágenes de AFM se observó la presencia de EPS en los 
sustratos de Ti/TiO2 modificados con NPs Ag expuestos a P. aeruginosa, aunque no así en 
los sustratos expuestos a S. aureus. Por ende, es posible suponer que la producción de EPS 
en P. aeruginosa disminuye el contacto de éstas con las NPs Ag, ocasionando una 
susceptibilidad similar a S. aureus, a pesar de las diferencias en la pared celular 
microbiana. La producción de polisácaridos por parte de las bacterias es responsable de la 
resistencia de éstas a los antibióticos. Los antibióticos catiónicos, tales como los 
aminoglúcosidos, interaccionan mediante fuerzas electróstaticas con la matriz de alginato 
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y Pel, la cual está cargada negativamente [31, 34]. Por lo tanto, los polisacáridos 
excretados por las bacterias que desarrollan el biofilm de P. aeruginosa podrían de 
manera similar atrapar los iones Ag (I) y disminuir así la susceptibilidad de las bacterias 
adheridas al sustratos comparadas con las bacterias planctónicas, generando resultados 
similares a los de biofilms de S. aureus.  
 
 
Figura 7.9. Imágenes (50 x 50 µm2) de AFM en modo contacto (error de deflexión) de P. aeruginosa 
adheridas sobre a) un sustrato de Ti/TiO2 control y b) un sustrato de Ti/TiO2 modificado con NPs Ag. Las 
flechas en b) señalan el EPS exudado por las bacterias. 
 
 
7.3.3 Estudio de la rugosidad de la pared celular de P. aeruginosa 
 El objetivo de este ensayo fue determinar posibles cambios en la superficie de la 
pared celular de bacterias P. aeruginosa adheridas sobre sustratos de Ti/TiO2-NPsAg, lo 
cual se debería manifestar como un cambio en la rugosidad de la misma. Se realizaron 
también ensayos con S. aureus, pero las bacterias adheridas no mostraron ningún cambio 
en la pared celular.  
Para el estudio de la rugosidad de la pared celular de P. aeruginosa se tomaron al 
menos 3 imágenes diferentes de zonas elegidas al azar con un tamaño de 450 x450 nm2. 
Las imágenes adquiridas se analizaron con la herramienta Rugosidad del software 
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Nanoscope V 7.20. El promedio de la rugosidad (w) de la superficie bacteriana se calculó 
según la siguiente ecuación: 
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zzw                                                     (ec. 7.1) 
 
donde N es el número de puntos considerados sobre la superficie, zi la altura del punto 
sobre la superficie y z el altura promedio de los puntos N. Se realizó un análisis estadístico 
mediante ANOVA de un factor con un p ˂ 0,05 para obtener resultados estadísticamente 
significativos. 
 Se analizó la superficie de las bacterias adheridas sobre sustratos de Ti/TiO2-NPsAg 
y Ti/TiO2 control, encontrándose un importante cambio en morfología de la pared celular 
de P. aeruginosa después de 4 hs de colonización sobre Ti/TiO2-NPsAg (Figura 7.10) 
comparado con las bacterias adheridas sobre superficies control. Las imágenes de AFM de 
las bacterias P. aeruginosa adheridas sobre superficies control revelaron que las células 
estaban intactas, sin daño en la pared celular (Figura 7.10 a). Sin embargo, en las bacterias 
adheridas a sustratos de Ti/TiO2-NPsAg se encontró daño en la membrana, lo cual se 
evidenció por una superficie irregular (Figura 7.10 b). A partir de las imágenes se calculó la 
rugosidad (w) de las superficies de bacterias adheridas, de acuerdo a la ecuación (ec. 7.1). 
Los valores promedio fueron 9,4 y 19 nm para sustratos control y de Ti/TiO2-NPsAg, 
respectivamente, indicando un aumento de rugosidad apreciable de la pared celular de las 
bacterias adheridas sobre las superficies tratadas con NPs Ag con respecto a aquellas 
adheridas al sustrato control. 
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Figura 7.10. Imágenes de AFM de 2,5 x 2,5 µm2 en modo contacto de P. aeruginosa  adheridas sobre a) un 
sustrato de Ti/TiO2 control y b) un sustrato de Ti/TiO2 modificado con NPs Ag. 
 
 
 En relación a los resultados descriptos arriba, es sabido que ciertos agentes 
antimicrobianos afectan la morfología celular, alterando el tamaño y la forma de las 
bacterias, así como también su superficie, produciendo cambios de rugosidad o la ruptura 
de la membrana. El grado de daño ocasionado por el agente antimicrobiano depende de 
la concentración del agente y del tiempo de exposición de la bacteria al mismo [35]. Otros 
autores han encontrado cambios de la rugosidad de la superficie celular como 
consecuencia de la exposición a diferentes concentraciones de antibióticos [36], biocidas 
[37], o de ciertos lípidos [38, 39] o péptidos [40, 41].  
En el presente trabajo se observaron cambios en la rugosidad de la pared celular 
sólo para P. aeruginosa, los cuales pueden ser causados tanto por iones Ag(I) liberados 
como por NPs Ag que se adsorben sobre la superficie de la bacteria. En el caso de los 
ensayos realizados en este trabajo, es de suponer que los cambios no se debieron a la 
adsorción directa de las NPs Ag sobre la superficie celular, ya que esto implicaría que las 
NPs tendrían que desorberse de la superficie del Ti/TiO2. Tal como se ha descripto en el 
Capítulo 6, la adsorción de las NPs Ag sobre la superficie de los sustratos de Ti/TiO2 es 
relativamente fuerte, ya que se necesita aplicar una fuerza de 4400 nN para removerlas de 
la superficie con la punta de AFM.  
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 Se ha encontrado la ruptura de la membrana debido a la liberación de iones Ag (I) y 
a la internalización de las NPs Ag en el caso de bacterias Gram (-), mientras que no se 
evidenciaron estos efectos en bacterias Gram (+). Esto puede deberse a que la pared 
celular de las bacterias Gram (-) contiene proteínas con grupos tioles y fosfolípidos, los 
cuales presentan gran afinidad por los iones Ag (I) [42, 43]. Por lo tanto, los resultados 
encontrados en este trabajo pueden interpretarse en términos de la composición de la 
pared celular: la membrana de las bacterias Gram (-) es menos rígida que la 
correspondiente a las Gram (+) y, por lo tanto, es más susceptible a la acción de las 
especies de Ag, independientemente del mecanismo de acción, ya sea por la liberación de 
iones Ag (I) o por la internalización de las NPs Ag.  
 
 
7.4 Conclusiones 
 
Los resultados obtenidos demostraron que las superficies de Ti/TiO2 modificadas 
con NPs Ag fueron efectivas para inhibir la colonización de ambos microorganismos, P. 
aeruginosa y S. aureus, demostrando en ambos casos gran eficacia bactericida. Los 
resultados de los ensayos de tinción y recuento en placa mostraron la disminución de la 
viabilidad de las bacterias adheridas sobre los sustratos con Ti/TiO2-NPsAg y Ag, además 
de corroborar el efecto bactericida de los sustratos de Ag masiva.   
Los resultados para los sustratos de Ti/TiO2-NPsAg se compararon con los de los 
sustratos de Ag, mostrando que poseen la misma capacidad de inhibir la colonización 
bacteriana. También se estudió la morfología de los biofilms formados sobre la superficie 
de los sustratos de Ti/TiO2 modificados con NPs Ag. En el caso de P. aeruginosa se observó 
una gran cantidad de EPS exudado y la formación de pequeños agregados en 2D, con una 
alta proporción de células aisladas. Con respecto a S. aureus, también se observaron 
pequeños cúmulos de bacterias y disgregación de las mismas, por lo que es posible 
concluir que el desarrollo completo del biofilm se vio afectado por la presencia de NPs Ag 
en la superficie de los sustratos. Asimismo se pudo observar un mayor efecto de la plata 
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sobre la pared celular de las bacterias Gram (-), que puede ser interpretado en términos 
de la estructura de la pared celular.  
La modificación de las superficies de Ti/TiO2 con NPs Ag demostró ser un 
tratamiento efectivo para inhibir la proliferación bacteriana sobre uno de los materiales 
más usados en implantes, como lo es el titanio. 
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Capítulo 8  
 
Efecto de las nanopartículas de Ag en dispersión 
sobre células osteoblásticas 
 
8.1 Introducción 
 
Con el creciente uso de compuestos de Ag con fines bactericidas, el tema de su 
toxicidad se está volviendo cada vez más un asunto de relevancia debido a que se publican 
cada año diversos estudios acerca de los efectos que genera su aplicación en células de 
mamíferos, algunos de los cuales resultan ser contradictorios entre sí, sobre todo en el 
caso de los nanomateriales. Los estudios de los efectos de la exposición del cuerpo 
humano a NPs Ag están adquiriendo cada vez mayor importancia, ya que éstas pueden ser 
absorbidas por los tejidos, incorporadas a células y unirse a biomoléculas dentro del 
cuerpo humano con gran rapidez y efectividad debido a sus dimensiones. Una vez que las 
NPs son absorbidas por el cuerpo, éste reacciona a través de uno o más de los siguientes 
posibles procesos: (i) la metabolización de las NPs, (ii) su almacenamiento y (iii) su 
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excreción por algún mecanismo (a través del riñón, vía orina), cualquiera sea de estos 
procesos puede resultar en efectos agudos o crónicos incluyendo daños de tejidos y 
órganos.  
Las NPs Ag en general pueden ingresar a la célula por dos posibles vías, difusión 
pasiva [1-3] o endocitosis. Esta última abarca mecanismos tales como (i) macropinocitosis, 
(ii) fagocitosis, (iii) endocitosis mediada por clatrina, (iv) endocitosis mediada por 
calveolina y (v) endocitosis independiente de clatrina y calveolina [3-5](Figura 8.1). Los 
procesos de internalización de las NPs dependen en gran medida de la dimensión y la 
forma de las NPs [2, 4]. Se conoce que los procesos de internalización pueden realizarse 
por distintas vías. Así, por ejemplo, en un estudio realizado por AshaRani et al. con NPs Ag 
de 6 a 20 nm recubiertas con almidón, sugirieron un mecanismo de internalización que se 
lleva a cabo por vía endocítica mediada por receptor [3]. Por otro lado, Greulich et al. 
estudiaron el ingreso a las células de NPs Ag recubiertas con PVP y propusieron que el 
mecanismo principal de internalización de las NPs había sido endocitosis vía clatrina y 
macropinocitosis [6]. 
 
 
Figura 8.1. Esquema que muestra la internalización de NPs Ag en células eucariotas : 1) macropinocitosis, 2) 
fagocitosis, 3)endocitosis mediada por clatrina, 4) endocitosis mediada por calveolina, 5) endocitosis 
independiente de clatrina y calveolina y 6) difusión. Esquema adaptado de Eckhardt et al.[7] 
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 Por lo tanto, es posible que el proceso de internalización de las NPs Ag ocurra por 
diferentes vías, por lo que el estudio de la internalización de las NPs Ag suele ser laborioso. 
Además de tener en cuenta numerosos factores debido a la complejidad del proceso de 
transporte y a las moléculas que están involucradas en cada proceso [5], es necesario 
considerar el tamaño, forma y recubrimiento de las NPs Ag.  
En el área de la salud existe mucha preocupación por los efectos nocivos que 
pueden generar las NPs Ag en contacto con células de mamíferos. Se han encontrado 
efectos tóxicos de las NPs Ag para diversos sistemas in vitro e in vivo en mamíferos. En 
efecto, las NPs Ag pueden producir inflamación, generar daños en la mitocondrias por 
cambios en el sistema de endomembranas, ocasionando la producción y acumulación de 
especies ROS, una disminución en los niveles de glutatión (GSH), estrés oxidativo que 
provoca cambios en la expresión de genes, daños al ADN, entre otros, hasta la posterior 
muerte celular y apoptosis [8-12]. Como se ha mencionado en el capítulo 5, las NPs Ag 
pueden interaccionar con proteínas y enzimas que poseen grupos tiol en su estructura, 
tales como peroxidasa de tiorredoxina, tiorredoxina, superóxido deshidrogenasa, así como 
también con GSH, ante la presencia de plata dentro de la célula quedan inactivas o no son 
funcionales [13], causando una acumulación de especies ROS y estrés oxidativo, ya que no 
pueden metabolizar los productos de la respiración celular generando mitocondrias no 
funcionales. A su vez, Arora et al. hallaron que las células humanas (en este caso 
mesenquimales) expuestas a NPs de 7-20 nm mostraron daños en las mitocondrias. Como 
resultado hubo una inducción del estrés oxidativo, generando agotamiento de GSH y un 
aumento en la peroxidación de lípidos [14], en concordancia con otros autores [15]. En 
consecuencia, estos procesos conducen gradualmente a la necrosis y/o apoptosis celular 
[16]. Los autores mostraron que la concentración de NPs requerida para inducir una 
respuesta de apoptosis era inferior a la necesaria para necrosis [14]. Con respecto a la 
respuesta inflamatoria, Sung et al. realizaron un estudio con células pulmonares de rata, 
las cuales fueron expuestas a NPs Ag, observándose una disminución en la función 
pulmonar y la presencia de lesiones por inflamación en las células [17].  
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En general de todos los mecanismos citotóxicos nombrados anteriormente, se 
debe tener en cuenta que el principal mecanismo tóxico in vitro está relacionado con el 
aumento de la producción de ROS. En consecuencia, la producción de ROS estimula vías 
de señalización oxidante-sensibles, que a dosis altas estimulan la inflamación, lo que lleva 
a una genotoxicidad secundaria y la muerte celular (por apoptosis o necrosis). 
Por otro lado, los efectos tóxicos de las NPs Ag en células han sido vinculados con 
la liberación de iones Ag(I) de las mismas [18], o bien con la concentración de las NPs Ag 
empleadas [19]. Hackengerberg et al. encontraron que NPs Ag inducían una respuesta 
genotóxica en células mesenquimales, con presencia de aberraciones cromosómicas y 
daños significativos en el ADN [19]. Sin embargo, los datos publicados acerca de las 
concentraciones citotóxicas son muchas veces contradictorios, ya que las NPs empleadas 
en los diferentes ensayos poseen diferente tamaño, forma y recubrimiento y las 
concentraciones empleadas son muy dispares. Así, por ejemplo, Hardes et al. encontraron 
en sus ensayos in vitro con células de osteosarcoma humano, que las NPs no presentan 
citotoxicidad en concentraciones menores a 10 mg /L de Ag [20]. Por otra parte, Hussain 
et al. estudiaron la toxicidad de NPs Ag de diferentes tamaños sobre una línea celular de 
hígado de rata (BRL 3) después de 24 hs de exposición. Los autores hallaron que las 
mitocondrias poseían tamaño y forma aumentados y adjudicaron esto a la formación de 
ROS [21]. Por otro lado, Burd y colaboradores estudiaron la toxicidad de NPs Ag 
impregnadas sobre 5 tipos de vendajes comerciales y encontraron que tres de ellos 
presentaban efectos citotóxicos en keratinocitos y en cultivos de fibroflastos [22]. En estos 
trabajos no queda del todo claro si las NPs son tóxicas per se, o bien si existe un rango de 
concentraciones en el cual las NPs son tóxicas para los microorganismos pero no para los 
tejidos circundantes. 
Por tal motivo es importante conocer los efectos cito y genotóxicos de las NPs Ag 
de interés en un rango de concentraciones establecido en aquellas células que están 
involucradas en el proceso de osteointegración, como es el caso de las células 
osteoblásticas.[23].  
 
 
Capítulo 8: Efecto de las nanopartículas de Ag en dispersión sobre células osteoblásticas 
 
171 
 
En este capítulo del Trabajo de Tesis se evaluará el efecto citotóxico de las NPs Ag 
en dispersión sobre células osteoblásticas de la línea UMR- 106. Las células osteoblásticas 
u osteoblastos son aquéllas que están involucradas en el crecimiento, mantenimiento y 
reparación del hueso y poseen un papel importante en el proceso de osteointegración de 
un implante[24], el cual fue descripto en el Capítulo 1. Por consiguiente, es crucial conocer 
el rango de concentraciones en el que no se observe citoxicidad en estas células, ya que es 
importante que el proceso de osteointegración no se vea afectado por la presencia de 
nanomateriales. Esto en gran medida definirá si el implante, ya sea dental u ortopédico, 
será o no rechazado por el organismo del paciente implantado.  
 
 
8.2 Ensayos de citoxicidad con NPs Ag sobre células osteoblásticas 
 
Tal como se mencionó anteriormente, para las aplicaciones de NPs Ag como 
agente bactericida es necesario hallar un rango de concentraciones en el cual éstas 
resulten tóxicas para las bacterias sin que afecten a las células de los tejidos que puedan 
estar en contacto con las nanoestructuras. 
Con este fin se realizaron ensayos de citotoxicidad para establecer la concentración 
mínima de NPs Ag que resulta tóxica para células osteoblásticas. Para ellos se emplearon 
células osteoblásticas de la línea UMR 106 provenientes de American Type Culture 
Collection 320 (ATCC; Rockville, MD). Los ensayos con células osteoblásticas se realizaron 
en colaboración con la Dra. Claudia Grillo en el Laboratorio de Cultivos Celulares 
perteneciente al Laboratorio de Biomateriales del INIFTA-UNLP, este último dirigido por la 
Dra. Mónica Fernández Lorenzo de Mele. 
Las células fueron crecidas formando una monocapa en frascos tipo falcon T-25 
(BD Bioscience) estériles. El medio de cultivo celular empleado fue DMEM completo 
(GIBCO-BRL, Grand Island, NY), el cual posee concentraciones elevadas de glucosa, L-
glutamina y pirodoxina clorhidrato, además de rojo fenol como indicador de pH. Este 
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medio se suplementó con suero fetal bovino al 10%, 50 IU/mL (unidades internacionales) 
de penicilina y 50 μg/mL de sulfato de estreptomicina. El crecimiento celular se realizó a 
37°C en atmósfera controlada (con 5 % de CO2) durante 24 hs. El número de células se 
determinó con una cámara de Neubauer. La viabilidad celular se ensayó mediante el 
método de tinción por exclusión con azul de tripán (ácido (3Z,3'Z)-3,3'-[(3,3'-dimetilbifenil-
4,4'-diil)di(1Z)hidracin-2-il-1-ilideno]bis(5-amino-4-oxo-3,4-dihidronaftaleno-2,7-isulfónico 
de Sigma, St. Louis, MO). A las células se les añadió azul de tripán en una relación 1:1 y 
fueron observadas mediante un microscopio óptico. En todos los casos la viabilidad de las 
células fue mayor al 95%. 
Para los ensayos, las células fueron crecidas en una placa de 96 pocillos, en cada 
uno de los cuales se colocaron 2,5 x 103 células, las que se incubaron por 24 hs a 37°C en 
atmósfera controlada (5 % de CO2). Se prepararon dispersiones de NPs Ag en medio de 
cultivo DMEM de las siguientes concentraciones (expresadas como concentración de Ag): 
0, 25, 50, 75, 100, 150 y 225 µM. A simple vista las NPs Ag resultaron ser estables en el 
medio de cultivo y no se aglomeraron, hecho que se pudo corroborar por espectroscopía 
UV-visible. En la Figura 8.2, es posible observar la presencia del pico de plasmones de las 
NPs Ag alrededor de los 400 nm, a pesar de estar muy cercano a un pico alrededor de 550 
nm que corresponde a la absorción del colorante rojo fenol presente en el medio de 
cultivo. La estabilidad de las NPs Ag en el medio DMEM está de acuerdo con resultados de 
otros autores [15, 25, 26], como Kittler et al., quienes informaron acerca de la dispersión 
de las NPs Ag en un medio similar al usado, demostrando que las NPs fueron estables y se 
encontraban dispersas en el medio en cuestión [27]. 
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Figura 8.2. Espectro de UV-visible de las NPs Ag (concentración final igual a 75µM) en medio de cultivo 
DMEM completo (10% suero fetal bovino y antibióticos). En el recuadro se muestran en detalle los picos de 
plasmones superficiales correspondientes a los espectros de NPs Ag en medio DMEM (línea azul) y NPs Ag 
en agua (línea turquesa). 
 
 
La citoxicidad de las células se evaluó a través de dos métodos colorimétricos 
diferentes, ambos ampliamente usados en células de mamíferos: el ensayo con Rojo 
Neutro y el ensayo con MTT. A continuación se detallará cada uno de ellos.  
 
 
8.2.1 Ensayo con Rojo Neutro (RN) 
 Mediante este ensayo es posible determinar viabilidad celular a través de la 
actividad lisosomal de la célula [28]. El mismo permite evaluar la integridad del sistema de 
endomembranas, específicamente medido por la incorporación del colorante RN por 
parte de las células vivas [28]. El colorante sólo accede al citoplasma y se incorpora en los 
lisosomas de las células que han sobrevivido al tratamiento (en este caso, a la exposición a 
una determinada concentración de NPs Ag).  
Los cultivos celulares se retiraron de incubación después de 24 hs de crecimiento y 
se les adicionaron las dispersiones de NPs Ag en medio DMEM completo fresco (rango de 
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concentraciones: 10, 25, 50, 75, 100, 150 y 225 µM, expresado en concentración de Ag 
total). Las células se incubaron por 24 hs a 37°C en atmósfera controlada (con 5 % de CO2). 
Transcurrido el tiempo de exposición el medio fue removido para adicionar medio DMEM 
completo conteniendo 40 µg/ml del colorante RN (Sigma, St. Louis, MO, USA). Después de 
3 hs de incubación, las células fueron lavadas con solución de buffer fosfato salino (PBS) y 
posteriormente se adicionaron 100 µL por pozo de la solución de extracción del colorante 
(1% ácido acético y 50% etanol). La absorbancia se midió a 540 nm en un lector 
automático de placas (BioTek Instrument, Inc. USA) junto con los controles sin NPs Ag. El 
porcentaje de citotoxicidad se calculó como [(A–B)/A] × 100, donde A y B son la 
absorbancia del control y la de las células tratadas, respectivamente. Cada experimento se 
repitió 2 veces, haciendo un total de 32 pozos por punto experimental. Los datos se 
analizaron estadísticamente usando el test de ANOVA. 
 
 
8.2.2 Ensayo con MTT (3 - (4,5 - Di metil tiazol -2-il) -2,5-di fenil bromuro de tetrazolio). 
 Este ensayo permite evaluar la viabilidad a través de la actividad mitocondrial a 
partir de la reducción del MTT a formazán realizada por la enzima succinato-
deshidrogenasa de las mitocondrias de células vivas. La técnica utilizada es una 
modificación del método de Mosmann et al. [29, 30].  
Los cultivos celulares se retiraron de incubación después de 24 hs de crecimiento y 
se les adicionaron las dispersiones de NPs Ag en medio DMEM completo fresco 
empleando las mismas concentraciones que en el ensayo anterior. Las células se 
incubaron por 24 hs a 37°C en atmósfera controlada (5 % de CO2). Transcurrido el tiempo 
de exposición el medio fue removido para adicionar medio DMEM completo conteniendo 
el MTT (1 mg/mL concentración final). Después de 3 h de incubación las células fueron 
lavadas con PBS. Se adicionaron 100 µL de dimetilsulfóxido (Merck, Química Argentina 
SAIC, Argentina) a cada pozo para lisar las células y solubilizar los cristales de formazán. La 
absorbancia se midió a 540 nm en un lector automático de placas junto con los controles 
 
Capítulo 8: Efecto de las nanopartículas de Ag en dispersión sobre células osteoblásticas 
 
175 
 
sin NPs Ag. Se calculó el porcentaje de citotoxicidad de la misma manera que se hizo para 
el ensayo del RN.  
 
 
8.2.3 Resultados de los ensayos de RN y MTT  
En la Figura 8.3 se muestran los resultados de los ensayos de Rojo neutro (RN). Se 
puede apreciar que no hubo diferencias significativas (p<0,001) con respecto al control en 
las células tratadas con concentraciones de NPs Ag iguales a 10, 25 y 50 µM. Para 
concentraciones superiores a 75 µM se encontró una viabilidad del 20% con respecto al 
control. 
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Figura 8.3. Gráfico de citoxicidad de NPs Ag evaluada con el ensayo de RN para concentraciones de NPs Ag 
10, 25, 50, 75, 100, 150 y 225 µM. Los datos obtenidos para cada concentración de Ag usada fueron 
normalizados con respecto al control.  
 
 
 Los resultados del ensayo de la reducción del metil tetrazolio (MTT) se muestran 
en la Figura 8.4. En forma análoga a lo observado en el ensayo de RN, en presencia de 
bajas concentraciones de NPs (10 a 50 µM) la actividad mitocondrial fue similar a la 
presentada por los controles (células UMR-106 cultivadas en ausencia de NPs Ag). Sin 
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embargo, se observó una significativa disminución de la reducción del colorante MTT 
(p<0,001) para concentraciones de NPs Ag mayores o iguales a 75 µM. 
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Figura 8.4. Gráfico de citoxicidad de NPs Ag evaluada con el ensayo de MTT para concentraciones de NPs Ag 
10, 25, 50, 75, 100, 150 y 225 µM. Los datos obtenidos para cada concentración de Ag usada fueron 
normalizados con respecto al control.  
 
 
Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que las concentraciones 
de NPs Ag mayores o iguales a 75 µM (8,1 µg/mL), expresadas en concentración de Ag, 
poseen un efecto citotóxico sobre las células osteoblásticas estudiadas, lo cual está 
evidenciado por la reducción de las actividades lisosomal y mitocondrial. Los valores de la 
concentración citotóxica de las NPs Ag obtenidos fueron comparados con valores 
encontrados en la literatura. Por ejemplo, Ilknur et al. encontraron efectos citotóxicos en 
fibroblastos con NPs de aproximadamente 80 nm para concentraciones mayores a 75 µM. 
Estos resultados son similares a los obtenidos en el presente trabajo, a pesar de que las 
NPs de esos autores poseían mayor tamaño que las utilizadas en estos ensayos y estaban 
recubiertas por diferentes azúcares [31]. Asare et al. también informaron valores similares 
pero con NPs Ag recubiertas con albúmina con tamaño entre 20 y 200 nm [32]. Sin 
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embargo, otros autores han encontrado valores muy diferentes a los nuestros. Por 
ejemplo, Park et al. encontraron efectos citotóxicos con NPs de 20 nm de diámetro y con 
concentración 1 µM (0,1 µg/mL), un valor considerablemente inferior al hallado en el 
presente trabajo, aunque no se informa acerca del recubrimiento de las NPs [33]. Por otra 
parte, Arora et al. expusieron fibroblastos de ratón a NPs Ag con diámetros entre 7 y 20 
nm, obteniendo valores citotóxicos de 29 µM y 565 µM para generar apoptosis y estrés 
oxidativo, respectivamente [34]. Estos ejemplos dejan en evidencia la disparidad en las 
concentraciones necesarias para generar citotoxicidad, la cual seguramente está vinculada 
con diferencias de tamaño, recubrimiento, medio de cultivo, ensayos realizados, etc, así 
como también en los mecanismos que la desencadenan. 
Con respecto a los efectos citotóxicos estudiados en el presente trabajo, otros 
autores también han encontrado efectos negativos de NPs Ag en el metabolismo de las 
células evidenciados por la reducción en las actividades mitocondrial y lisosomal. 
Mukherjee et al., por ejemplo, realizaron ensayos con células HeLa y demostraron que la 
actividad mitocondrial fue la más afectada en el metabolismo celular ante la exposición a 
NPs Ag con un diámetro de aproximadamente 30 nm. Además se vio afectada la actividad 
lisosomal y disminuyó la cantidad de proteínas celulares debido a la presencia de las NPs 
Ag en el interior de las células [35]. En otro estudio Carlson et al. evaluaron la viabilidad 
celular mediante estrés oxidativo de macrófagos, encontrando un aumento en los niveles 
de las especies ROS luego de 24 hs de tratamiento con NPs Ag de 15 nm, indicando una 
perturbación en los procesos de la mitocondria. Además las células presentaron una 
respuesta inflamatoria ante la presencia de las NPs Ag [36]. Por otra parte, los efectos 
citotóxicos podrían deberse tanto a una alta concentración de iones Ag(I) liberados de las 
NPs Ag como también a la presencia física de las nanopartículas metálicas en la vecindad o 
en el interior de las células, como han informado otros autores [37]. AshRani et al. 
observaron mediante TEM la inclusión de las NPs Ag en las mitocondrias y el núcleo, y 
encontraron un efecto tóxico en las mitocondrias y la interrupción de la cadena 
respiratoria con formación de especies ROS, derivando ello en daño al ADN [3]. Por otra 
parte, Arora et al. estudiaron la exposición de células de fibrosarcoma y carcinoma de piel 
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a NPs Ag de 7 a 20 nm, observando cambios en la morfología celular y signos de estrés 
oxidativo y, por ende, un aumento en la peroxidación de lípidos y disminución en los 
niveles de GSH [14]. Estos mismos autores encontraron que en células primarias de 
fibroblastos expuestas a las mismas NPs se desencadenó el proceso de apoptosis, 
hallándose signos de estrés oxidativo (GSH y peroxidación de lípidos) y de necrosis para 
concentraciones elevadas de NPs Ag [34]. En la Tabla 8.1 se muestra un resumen de 
algunos de los resultados de ensayos encontrados en la literatura, detallando el tipo de 
NPs Ag empleadas, las líneas celulares y los efectos citotóxicos desencadenados por el 
tratamiento.  
A pesar de la complejidad de los mecanismos de citotoxicidad y las diferentes NPs 
informadas en literatura, las NPs Ag preparadas en el presente trabajo resultaron tóxicas 
en concentraciones de NPs Ag por encima de 75 µM de Ag, siendo esto consistente con lo 
encontrado en literatura. Sin embargo, no se puede realizar una comparación directa 
debido a diferencias en el tamaño y recubrimiento de las NPs Ag, la línea celular 
empleada, el ensayo realizado, etc. 
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Tabla 8.1: Resumen de algunos de los efectos citotóxicos de NPs Ag sobre líneas celulares hallados 
en la literatura. 
 
Autores Línea celular NPs Ag Efectos citotóxicos 
Arora [34] Fibroblastos y 
células hepáticas de 
ratón 
7 a 20 nm 50 µg/mL : Signos de estrés oxidativo  
                   (GSH y peroxidación de lípidos). 
3,12 µg/mL: inducción de apoptosis. 
100 µg/mL : inducción de necrosis. 
 
Arora [14] Fibrosarcoma 
humano y 
carcinoma de piel 
 
7 a 20 nm 10, 6 a 50 µg/mL : cambios morfológicos y  
                             signos de estrés oxidativo. 
Asharani [3] 
 
Fibroblastos y 
glioblastomas 
humanos 
 
6 a 20nm 
recubiertas 
con almidón 
25 a 100 µg/mL: signos de estrés oxidativo, 
daños en el ADN y aberraciones 
cromosómicas e inhibición de la proliferación. 
Greulich [6] Mesenquimales 
humanas y 
células 
mononucleares de 
sangre periférica 
 
70 nm  50 µg/mL: cambios morfológicos y 
disminución de la proliferación. 
30 µg/mL: ídem anterior. 
 
Hussain [21] Células hepáticas 
de rata BRL3 
 
 
100 nm 50 µg/mL: disminución de la función 
mitocondrial (GSH; LDH y potencial de 
membrana) y cambios morfológicos. 
Ilknurn [31]  Células de cáncer 
de pulmón y 
fibroblastos de 
ratón 
 
80 nm 
modificadas 
com lactosa y 
glucosa 
7,5 µg/mL disminución de la viabilidad y 
proliferación celulares. 
Park [33] Fibroblastos L929 20 nm 0,1 µg/mL: producción de especies ROS, 
inflamación, daños al ADN e inhibición de la 
proliferación. 
Pratnisis [37] Macrófagos 10 nm  >5 µg/mL : inhibición de la proliferación y 
viabilidad 
 
Carlson [36] Macrófagos 15 y 30 nm   10 µg/mL: producción de especies ROS, 
pérdida de integridad de la membrana, 
inflamación, necrosis. 
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8.3. Efecto del medio de cultivo sobre la liberación de iones Ag(I) 
 
Se evaluó el rol del medio de cultivo biológico usado en los ensayos de 
citotoxicidad, en este caso DMEM, en la liberación de Ag(I) de las NPs dispersas en el 
medio. Se realizó el mismo procedimiento descripto en el Capítulo 5 (sección 5.2.2) pero 
con el medio de cultivo de células DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino al 
10%, 50 IU/mL de penicilina y 50 μg/mL de sulfato de estreptomicina. Se realizaron dos 
pasos de separación por ultracentrifugación y en cada uno de ellos se determinó la 
presencia del pico de plasmones correspondientes a las NPs Ag. No se detectó el pico de 
plasmones superficiales de Ag (el cual aparece a aproximadamente 400 nm), indicando la 
remoción prácticamente total de las NPs Ag del medio sometido al proceso de separación. 
Tal como en el caso del medio de GMP, se determinó la concentración de Ag(I) por 
espectroscopía de absorción atómica junto con una dispersión acuosa de NPs Ag. Los 
valores obtenidos fueron 3 y 0,24 µM de Ag para agua y DMEM, respectivamente. Como 
se mencionó anteriormente, la concentración de plata obtenida en agua fue mayor que la 
obtenida en el medio, lo cual fue consistente con lo encontrado por otros autores [38]. La 
diferencia entre los valores de concentración obtenidos para agua y el medio de cultivo 
puede explicarse por la composición de este último: el medio DMEM contiene iones 
fosfato (ver Capítulo 5) y cloruro, los cuales pueden reaccionar con la Ag(I) formando sales 
insolubles (fosfatos y cloruros de plata). Por otra parte, el medio DMEM contiene 
proteínas y, en consecuencia, la Ag(I) presente en el medio podría interactuar con los 
grupos tiol y carboxilato de las proteínas presentes, las cuales podrían haber sido 
parcialmente separadas en la etapa de ultracentrifugación [13, 15, 39]. En resumen, los 
iones Ag(I) interactúan con los fosfatos, cloruros y posiblemente proteínas y pueden haber 
sido eventualmente removidos del medio biológico junto con las NPs Ag inicialmente en 
dispersión como consecuencia del proceso de separación. Sin embargo, es importante 
destacar que la concentración de iones plata liberados obtenida para DMEM fue del 
mismo orden que para GMP (medios de cultivo para bacterias), indicando que el medio no 
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interfiere significativamente con la dispersión y la capacidad microbicida de la plata. Cabe 
señalar que la liberación de iones Ag(I) (presentes en el medio luego de la separación de 
las NPs Ag) podría ser uno de los mecanismos más relevantes por los cuales se producen 
efectos citotóxicos en la línea celular empleada [36, 37].  
 
 
8.4 Conclusiones 
  
Las NPs Ag resultaron estables en el medio DMEM utilizado en los ensayos con 
células osteoblásticas, permitiendo analizar la liberación de iones Ag(I) a dicho medio. La 
concentración de Ag(I) encontrada en el medio DMEM resultó menor que la 
correspondiente a agua, hecho que puede atribuirse a la interacción de estos iones con 
algunos de los componentes del medio.   
La concentración de NPs Ag que resulta citotóxica para osteoblastos es 
ostensiblemente mayor que los valores de CMB hallados para S. aureus y P. aeruginosa 
(3,12 µM y 0,78 µM para las bacterias vs 75 µM para osteoblastos). Esto demuestra que 
las NPs Ag utilizadas en el presente trabajo se pueden emplear sin inconvenientes en 
concentraciones iguales a la CMB, eliminando así las bacterias sin causar efectos adversos 
en las células osteoblásticas que participan en el proceso de osteointegración. Una 
situación similar podría generarse en el caso de biomateriales con recubrimientos 
superficiales de NPs Ag. Consecuentemente, en todos los casos es fundamental establecer 
un límite máximo de concentración que asegure una acción antibacteriana y que no afecte 
a las células de los tejidos en contacto con dichas nanoestructuras [40]. Por otra parte, 
estos resultados abren el camino para aplicar las NPs Ag en implantes sin causar efectos 
citotóxicos a las células vecinas. 
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Capítulo 9  
 
Evaluación del tratamiento antibiótico sobre 
bacterias adheridas a sustratos de Ti modificados 
con nanopartículas de Ag. 
 
9.1 Introducción 
  
 Como se ha mencionado en el Capítulo 1, un biofilm es una comunidad bacteriana 
en la que las células se encuentran adheridas a una superficie e inmersas en una matriz 
extracelular. Estas bacterias muestran un fenotipo alterado con respecto a las bacterias 
planctónicas o de vida libre. El biofilm maduro presenta estructuras semejantes a 
“hongos”, con canales internos que permiten la difusión de nutrientes, oxígeno y 
moléculas, ayudando así a las bacterias a sobrevivir en ambientes hostiles[1] o en 
situaciones de estrés, como el agregado de antibióticos, la ausencia de oxígeno o 
variaciones de temperatura, entre otras. Por otra parte, se sabe que la formación de 
agregados bacterianos y la presencia de la matriz polimérica formada por las bacterias 
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dificultan el acceso de los agentes antimicrobianos. Se ha encontrado que las células 
constituyentes de un biofilm pueden ser hasta 1000 veces menos susceptibles a un 
antibiótico que las correspondientes planctónicas [2, 3]. Actualmente, no existe un 
mecanismo aceptado que explique la amplia resistencia del biofilm a los antibióticos[4-7], 
aunque se ha propuesto que los siguientes factores contribuyen a esta menor 
susceptibilidad:  
• Producción de una matriz polimérica. La matriz generada por las propias bacterias 
limita la difusión o transporte del agente antimicrobiano hacia las células que 
constituyen el biofilm [8]. Al mismo tiempo, la matriz puede generar un ambiente 
anóxico que favorece el crecimiento anaeróbico de las células sésiles, lo cual 
provoca una disminución de la efectividad de los antibióticos [9]. Por otra parte, se 
ha encontrado que la matriz de biofilms constituidos por P. aeruginosa [10, 11], o 
por algunas bacterias del género Staphylococcus coagulasas negativo [12, 13], 
exhibe una sobreproducción de enzimas β-lactamasas que permiten hidrolizar los 
antibióticos β-lactámicos antes de alcanzar las células del biofilm. En consecuencia, 
la matriz actúa como una barrera para la difusión de los agentes antimicrobianos y 
brinda un entorno propicio para la producción de enzimas capaces de hidrolizar a 
estos antibióticos. 
• Velocidades de crecimiento bajas. La baja concentración o carencia de nutrientes 
disminuyen la velocidad de crecimiento de las células, ocasionando bacterias 
metabólicamente inactivas. En esta situación los antibióticos β-lactámicos, como la 
penicilina y ampicilina, no son tan efectivos para matar bacterias, ya que son 
realmente eficaces cuando éstas se encuentran en fase exponencial de 
crecimiento [14]. 
• Situaciones de estrés. Las bajas velocidades de crecimiento de las células dentro 
del biofilm podrían deberse no sólo a una limitación en la penetración de 
nutrientes, sino también a una respuesta general ante estrés dentro del biofilm 
[15]. Esta respuesta es causada por cambios fisiológicos como variaciones en el pH, 
shocks térmicos y por la presencia de agentes antimicrobianos. Ante estas 
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situaciones de estrés, surge un regulador central de la respuesta denominado 
factor σ alternativo o RpoS, el cual en un principio se sugirió que se expresa 
únicamente en la fase estacionaria de las células [16]. Sin embargo, RpoS es 
inducido por la alta concentración celular y por el modo de crecimiento de las 
células en esas condiciones, sometidas a una respuesta de estrés. Este hecho se 
evidencia por la producción de trehalosa (un agente osmoprotector) y catalasa 
[17]. En P. aeruginosa, esto se ha evidenciado por la presencia de otro factor σ 
adicional, denominado ALGT, el cual actúa conjuntamente con RpoS para regular la 
respuesta ante el estrés [18]. Por otra parte, el desarrollo del biofilm está 
condicionado a la adherencia y a la comunicación entre las células sésiles, esto 
último denominado quorum sensing y, eventualmente, al estrés ambiental[19, 20]. 
En este mecanismo de comunicación ciertas bacterias independientes perciben la 
presencia de otras mediante señales extracelulares para desarrollar 
comportamientos sociales coordinados. Las bacterias advierten la presencia de las 
señales luego de establecerse una masa crítica bacteriana en un espacio limitado y 
responden mediante la activación de ciertos operones de enzimas o factores de 
virulencia. Por ejemplo, en P. aeruginosa se producen ramnolípidos que regulan 
factores de virulencia como enzimas y lisinas celulares [21]. Además, hay un 
aumento en la expresión de genes de resistencia a los agentes antimicrobianos, 
encargados de disminuir la susceptibilidad ante diversos antibióticos como 
tobramicina y ciprofloxacina[14, 22]. 
• Alteración fenotípica. Es uno de los mecanismos más aceptados para justificar la 
resistencia de los biofilms. Se conoce que una pequeña fracción de bacterias 
constituyentes del biofilm pueden sobrevivir a concentraciones letales de 
antibióticos. Estas bacterias son denominadas persistidoras, ya que son capaces de 
mantenerse en estado de latencia aún luego del tratamiento antimicrobiano y 
volver a crecer bajo las condiciones adecuadas [23-25]. La capacidad de 
supervivencia de las bacterias persistidoras puede deberse a varios factores como 
la barrera difusional creada por el biofilm, la que genera zonas donde la difusión, 
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por ejemplo de un antibiótico, es lenta o nula. Además, la presencia de operones 
que codifican proteínas activas contra antibióticos, el uso de antibióticos cuyo 
efecto es bacteriostático [26] y, por último, la elevada frecuencia de mutaciones en 
el seno del biofilm[22]contribuyen a la resistencia a los antibióticos. 
El mecanismo mediante el cual las bacterias que forman parte de un biofilm son más 
resistentes a los agentes antimicrobianos que las correspondientes planctónicas no ha 
sido dilucidado aún, pero los factores mencionados anteriormente ponen en evidencia la 
heterogeneidad de las estructuras, composiciones y estados fisiológicos del biofilm 
microbiano. Por este motivo, en ocasiones se hace necesario el tratamiento combinado 
con dos o más agentes antimicrobianos para eliminar completamente las bacterias que 
forman parte del biofilm.  
 Los tratamientos tradicionales contra biofilms bacterianos apuntan a erradicar las 
células planctónicas con diversos agentes antimicrobianos, los cuales pueden no ser 
efectivos debido, principalmente, a que las células desarrollan resistencia a dichos 
agentes. Por tal motivo, actualmente se plantean nuevos tratamientos que se enfocan 
sobre diversos aspectos de la formación de comunidades bacterianas, en particular el 
impedimento del desarrollo de las estructuras celulares que dan inicio al biofilm, tanto 
desde los componentes que forman parte del biofilm o de la superficie del material donde 
se desarrolla el biofilm. Con respecto a los componentes del biofilm, entre las estrategias 
que se han explorado se encuentra la inhibición de la producción de pilis que permiten la 
adhesión a la superficie [27] y el tratamiento con enzimas que disuelven la matriz del 
biofilm [28] o degradan componentes de la matriz extracelular [29], entre otros. 
Asimismo, se puede atacar al biofilm maduro a través de la utilización de péptidos que 
interfieren con moléculas señalizadoras del mecanismo de quórum sensing [30, 31] o 
aminoácidos que generan daño estructural [32]. 
 Con el objetivo de mejorar los materiales y los métodos para la inhibición de la 
formación de biofilms, se han utilizado estrategias que involucran la irradiación con luz 
UV, el tratamiento con ultrasonido, etc, las cuales permiten aumentar la eficacia del 
agente antimicrobiano, ya sea éste un antibiótico o algún nanomaterial microbicida, tal 
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como lo son las NPs Ag [33, 34]. Por último, una estrategia que ha demostrado disminuir 
la colonización bacteriana sobre la superficie de los materiales estudiados es la 
modificación de la superficie con compuestos antimicrobianos como péptidos, antibióticos 
o NPs Ag [35-41]. 
 Teniendo en cuenta lo mencionado previamente, se ha planteado como estrategia 
la combinación de dos o más tratamientos para aumentar la eficacia de los agentes 
microbicidas. La hipótesis de la que se parte es que esta combinación puede resultar en 
sinergismo, es decir, la obtención de un efecto mayor que el que se tendría en caso de 
usar los tratamientos individuales por separado. La sinergia se define como un aumento 
del efecto producido por la combinación de agentes de al menos 100 veces con respecto 
al tratamiento individual más activo después de 24 horas de exposición, y, asimismo, un 
aumento de la mortandad de al menos 100 veces con respecto al inóculo inicial [42]. En 
tratamientos que involucran la combinación de agentes antimicrobianos puede 
presentarse un efecto aditivo, en el cual el aumento de la mortandad producida por el 
tratamiento combinado es menor a 100 veces con respecto al tratamiento individual más 
efectivo y al inóculo inicial. La combinación de agentes antimicrobianos se ha aplicado 
para combatir distintas cepas bacterianas resistentes mediante el uso de dos o más 
antibióticos [43, 44]. Esta estrategia se ha extendido al uso combinado de elementos no 
convencionales, entre ellos nanomateriales, radiación, etc. Por ejemplo, Zhao et al. 
combinaron NPs Ag con radiación UV, demostrando un efecto sinérgico en la inhibición de 
la colonización bacteriana [45].   
 
 En el presente Capítulo se describirá la respuesta de P. aeruginosa y S. aureus ante 
la acción de NPs Ag adsorbidas sobre la superficie de Ti/TiO2 y el agregado de 
levofloxacina, un antibiótico de amplio espectro de relevancia clínica para el tratamiento 
de estos microorganismos. El objetivo de estos ensayos es determinar si el antibiótico es 
capaz de potenciar el efecto microbicida de la superficie de Ti/TiO2-NPsAg.  
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9.2 Descripción del antibiótico utilizado 
 
 La levofloxacina es un antibiótico de la familia de las quinolonas [46]. Dentro de 
esta familia, el grupo más utilizado para aplicaciones clínicas es el de la fluoroquinolonas, 
al cual pertenece la levofloxacina [47](Figura 9.1). Ésta un agente activo contra un número 
considerable de bacterias Gram (+) y Gram (-), como E. coli, S. aureus, S. epidermis, P. 
aeruginosa, Streptococcus spp, Enterococcus faecalis, Klebsiella, entre otras[48-50]. Por lo 
tanto, se considera a la levofloxacina un antibiótico de amplio espectro. 
 
 
Figura 9.1. Estructura química de la levofloxacina 
 
El mecanismo de acción de este antibiótico se basa en la inhibición de la síntesis de 
ADN causando la ruptura del ADN bacteriano en los complejos ADN-enzima de la ADN 
girasa y de la topoisomerasa tipo IV, resultando en una rápida muerte celular [51]. Como 
regla general, el efecto se correlaciona con la inhibición de la ADN girasa en el caso de 
bacterias Gram (-) y con la topoisomerasa tipo IV en el caso de bacterias Gram (+)[52]. La 
levofloxacina, al combinarse con otros agentes antimicrobianos, como antibióticos β- 
lactámicos, puede generar efectos aditivos y sinérgicos potenciando su acción como 
agente microbicida [53]. Este antibiótico es más efectivo contra infecciones sistémicas que 
otros compuestos de la familia, como ciprofloxacina, norfloxacina u ofloxacina[48]. La 
levofloxacina se utiliza para combatir neumonía, bronquitis crónica, infecciones en 
diversas partes del cuerpo humano, como los senos paranasales, las vías urinarias, los 
riñones, la próstata, la piel[47], y en los últimos años, como tratamiento combinado 
contra Helicobacter pylori, causante de gastroenteritis crónica [54]. Además, la 
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levofloxacina se utiliza para el tratamiento de endocarditis, una inflamación en las válvulas 
cardiacas causada por la colonización bacteriana (en su mayoría producida por S. aureus), 
durante el reemplazo de la misma por un implante cardíaco [55]. Generalmente este 
antibiótico se administra oralmente y se excreta a través de la orina[56]. 
 
 
9.3 Evaluación de la eficacia de la acción combinada entre 
superficies de Ti/TiO2-NPsAg y levofloxacina sobre biofilms 
bacterianos 
 
 A continuación se describirán los ensayos llevados a cabo con el objetivo de 
evaluar la eficacia de la acción combinada de la levofloxacina y la superficie de Ti/TiO2-
NPsAg sobre bacterias sésiles S. aureus y P. aeruginosa. 
 Para llevar a cabo estos ensayos fue necesario evaluar la concentración 
microbicida eficaz del antibiótico tanto para bacterias sésiles como para planctónicas, ya 
que son metabólicamente disímiles y se encuentran en entornos diferentes.  
 En primer lugar, se determinó la concentración mínima inhibitoria (CMI) de 
levofloxacina (Parafarm) sobre bacterias planctónicas de S. aureus y P. aeruginosa, con el 
objetivo de determinar el rango concentraciones del antibiótico que resulta efectivo 
contra estas bacterias. La CMI es la menor concentración necesaria para impedir que un 
determinado microorganismo continúe multiplicándose después de 24 hs de tratamiento 
con un agente antimicrobiano. Esta concentración se evalúo de la siguiente manera: se 
agregó levofloxacina a diferentes alícuotas de un cultivo conteniendo 105-6 UFC/mL, 
cubriendo un rango de concentraciones de antibiótico entre 64 a 0,125 µg/L por 20 hs a 
30°C, y se observó en qué alícuota se evidenciaba la ausencia de crecimiento, detectada 
por falta de turbidez. Las concentraciones de levofloxacina utilizadas fueron de 64; 32; 16; 
8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25 y 0,125 µg/L preparadas en caldo nutritivo estéril,tal como lo estipula 
el protocolo descripto en Piddock et al.[57]. La concentración mínima inhibitoria (CMI) de 
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levofloxacina encontrada fue 0,25 µg/L para S. aureus y 8 µg/L para P. aeruginosa. En el 
caso de S. aureus estos valores se corresponden con lo informado en la literatura [50, 58, 
59], mientras que para P. aeruginosa, si bien la cepa utilizada aquí proviene de un aislado 
clínico, la CMI encontrada también concuerda con resultados bibliográficos[50, 58]. 
 La elección de la CMI correspondiente a las bacterias planctónicas como parámetro 
para evaluar el efecto del antibiótico en combinación con el sustrato de Ti/TiO2-NPsAg se 
basó en el criterio de utilizar la menor concentración posible de antibiótico que sea capaz 
de potenciar el efecto microbicida de la superficie. Las bacterias planctónicas son más 
lábiles ante la acción de un antibiótico debido a que no presentan los mismos mecanismos 
de protección o resistencia que las bacterias sésiles (como se mencionó en la introducción 
de este capítulo). Sin embargo, utilizar la concentración CMI de las bacterias planctónicas 
es un punto de partida para los ensayos con bacterias sésiles. 
 La acción combinada entre la superficie de Ti/TiO2-NPsAg y levofloxacina se estudió 
utilizando concentraciones del antibiótico correspondientes a la CMI y a 0,5xCMI. De 
acuerdo a los valores de CMI encontrados para ambas cepas, las concentraciones de 
antibiótico usadas fueron de 0,125 y 0,25 µg/L para S. aureus, y 4 y 8 µg/L para P. 
aeruginosa. Los biofilms de ambas cepas fueron preparados sobre sustratos de Ti/TiO2 sin 
modificar y Ti/TiO2-NPsAg, los cuales fueron expuestos a cultivos frescos de ambas 
bacterias (por separado) con una concentración de 1 x 108 UFC/mL por 4 hs a 30°C, tal 
como fue descripto en el Capítulo 3. Luego los sustratos se retiraron del cultivo y se 
enjuagaron con agua desionizada estéril. Inmediatamente se sumergieron en caldo 
nutritivo conteniendo levofloxacina en las concentraciones correspondientes a la CMI y a 
0,5xCMI en una placa de 24 pocillos. La placa se incubó por 20 hs a 30°C, dejando un 
sustrato de cada uno para contabilizar el número de bacterias viables adheridas antes del 
tratamiento con el antibiótico. Al finalizar el tiempo, los sustratos fueron removidos del 
medio y enjuagados suavemente con agua desionizada estéril. Por último, se 
desprendieron las bacterias adheridas viables mediante la utilización de baño de 
ultrasonido por 15 minutos y con la suspensión obtenida se realizó recuento en placa de 
bacterias adheridas viables (ver Capítulo 3). Se realizó un análisis estadístico mediante 
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ANOVA de un solo factor con un p < 0,05 para obtener resultados estadísticamente 
significativos. 
 Los resultados del recuento en placa de las bacterias adheridas viables se muestran 
en la Tabla 9.1. El sustrato de Ti/TiO2 es un sustrato de Ti/TiO2 control, sin NPs Ag. Los 
valores obtenidos de las UFC para los sustratos de Ti/TiO2 y Ti/TiO2-NPsAg (columnas 1 y 
2) corresponden a las bacterias adheridas viables de las cuales se parte para realizar el 
tratamiento con levofloxacina. 
 
 
Tabla 1. Valores obtenidos del recuento en placa en UFC/cm2 de bacterias adheridas viables de S. aureus y P. 
aeruginosa en presencia y ausencia de levofloxacina.*Los valores de Ti/TiO2 y Ti/TiO2-NPs Ag corresponden a 
los valores de las bacterias adheridas iniciales, es decir, a aquellas bacterias adheridas en el plazo de 4 hs 
sobre los sustratos, de las cuales se parte para realizar el tratamiento con levofloxacina  
 
 
 *Ti/TiO2 
*Ti/TiO2-
NPsAg 
Ti/TiO2 + 
0,5xCMI Lev 
Ti/TiO2-
NPsAg + 
0,5xCMI Lev 
Ti/TiO2 + 
CMI Lev 
Ti/TiO2-
NPsAg +  
CMI Lev 
S. aureus 1,36 x 106 1,45 x 105 4,19 x 105 6,08 x 104 7,69 x 104 5,35 x 102 
P. aeruginosa 6,56 x 105 6,62 x 104 4,09 x 105 1,21 x 105 4,57 x 103 2,1 x 103 
  
 
 Los resultados del recuento de bacterias adheridas viables de S. aureus mostraron 
en primer lugar que los valores obtenidos para los sustratos Ti/TiO2 y Ti/TiO2-NPsAg se 
correspondieron con los obtenidos en ensayos anteriores (ver Capítulo 7, sección 7.2.2.2), 
en los que el sustrato modificado con NPs Ag mostró una disminución significativa de la 
viabilidad con un p < 0,05. Por otra parte, los valores obtenidos de UFC/mL para los 
biofilms de S. aureus tratados con una concentración igual a la CMI de levofloxacina 
exhibieron una disminución en la viabilidad de las bacterias adheridas sobre los sustratos 
de Ti/TiO2-NPsAg y Ti/TiO2 con respecto al control (sin tratar con levofloxacina) (Figura 
9.2). La disminución de la viabilidad en los sustratos tratados con levofloxacina y el control 
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fue significativa, con p < 0,05. El sustrato de Ti/TiO2-NPsAg tratado con antibiótico mostró 
una disminución considerable de la viabilidad bacteriana con respecto este control, 
indicando que la concentración de antibiótico usada fue adecuada para producir la 
mortandad de las células.  
 
 
Figura 9.2.Gráfico de las bacterias S. aureus adheridas viables sobre sustratos de Ti/TiO2 iniciales, Ti/TiO2-
NPsAg iniciales y Ti/TiO2 y Ti/TiO2-NPsAg tratado con una concentración CMI de levofloxacina. Las líneas 
punteadas representan los valores obtenidos para biofilms sobre los sustratos Ti/TiO2 y Ti/TiO2-NPsAg 
expuestos por 20 hs a medio nutritivo en ausencia del antibiótico, los cuales fueron 5,35 x 107y 4,5 x 107 
UFC/cm2, respectivamente (controles de crecimiento). El análisis estadístico se realizó con ANOVA de un 
factor (*≤ 0,05). 
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 Por otra parte, se evaluó la posible existencia de efecto sinérgico en los sustratos 
de Ti/TiO2-NPsAg tratados con una concentración CMI de levofloxacina. El biofilm de S. 
aureus formado exhibió un aumento de la mortandad de 2474 veces con respecto al valor 
correspondiente al sustrato Ti/TiO2 (sin tratamiento) y de 143 con veces con respecto al 
valor del sustrato Ti/TiO2 tratado con CMI de levofloxacina (tratamiento individual más 
activo), indicando la presencia de un efecto sinérgico en el tratamiento combinado. Esta 
estrategia demuestra que el empleo de antibiótico a la concentración inhibitoria en 
conjunto con el sustrato modificado presenta un notable efecto bactericida sobre células 
sésiles de S. aureus. 
 Por otra parte, la comparación de los valores de UFC correspondientes a los 
sustratos de Ti/TiO2-NPsAg y los Ti/TiO2 tratados con levofloxacina mostró que no existen 
diferencia significativas. Tal hecho evidencia que la modificación de la superficie de Ti con 
NPs Ag disminuye la viabilidad de las bacterias adheridas en igual medida que lo hace el 
agregado de levofloxacina en una concentración igual a la CMI. Por ende, la modificación 
de la superficie con NPs Ag produce el mismo efecto que el agregado del antibiótico.  
 Los resultados del recuento en placa de las bacterias adheridas viables que 
corresponde a los sustratos tratados con una concentración de 0,5xCMI de levofloxacina 
se muestran en la Figura 9.3. Los valores del número de bacterias adheridas viables de los 
sustratos Ti/TiO2 y Ti/TiO2-NPsAg se correspondieron con los obtenidos en ensayos 
anteriores, como mencionamos anteriormente. En la Figura 9.3 se observa que para los 
sustratos de Ti/TiO2-NPsAg y Ti/TiO2 tratados con 0,5xCMI de levofloxacina existe una 
disminución de la viabilidad en comparación al Ti/TiO2, aunque sin diferencia significativa 
entre ellos. Únicamente el sustrato de Ti/TiO2-NPsAg mostró una disminución significativa 
de la viabilidad de las bacterias adheridas con respecto al Ti/TiO2, en concordancia con los 
resultados mostrados en el capítulo 7, sección 7.2.2.2. Además, el número de UFC 
encontradas sobre el sustrato de Ti/TiO2 tratado con levofloxacina fue superior al 
encontrado sobre el sustrato de Ti/TiO2-NPsAg, indicando que el tratamiento antibiótico 
no fue efectivo para disminuir la viabilidad de las bacterias. Esto podría deberse a que la 
concentración de antibiótico usada no fue suficiente para evitar el crecimiento de las 
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bacterias sésiles. Para corroborar que la disminución de la carga bacteriana sobre los 
sustratos se debe a los tratamientos aplicados se expusieron los sustratos de Ti/TiO2-
NPsAg y Ti/TiO2 cubiertos con un biofilm formado durante 4 hs a medio de cultivo durante 
20 hs en ausencia del antibiótico. Los valores de UFC fueron del orden 107 para ambos 
sustratos, demostrando que ante la ausencia del antibiótico las bacterias adheridas siguen 
proliferando. Este comportamiento está representado en las Figuras 9.2 y 9.3 mediante 
líneas punteadas. 
   
 
Figura 9.3 Gráfico de las bacterias S. aureus adheridas viables sobre sustratos de Ti/TiO2 iniciales, Ti/TiO2-
NPsAg iniciales, Ti/TiO2y Ti/TiO2-NPsAg tratado con una concentración 0,5xCMI de levofloxacina. Las líneas 
punteadas representan los valores obtenidos para biofilms sobre los sustratos Ti/TiO2 y Ti/TiO2-NPsAg 
expuestos por 20 hs a medio nutritivo en ausencia del antibiótico, los cuales fueron 5,35 x 107y 4,5 x 107 
UFC/cm2, respectivamente (controles de crecimiento). El análisis estadístico se realizó con ANOVA de un 
factor (*≤ 0,05). 
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 También en este caso se analizó la posible existencia de un efecto sinérgico, 
encontrándose que para el sustrato Ti/TiO2-NPsAg la mortandad aumentó 20 veces con 
respecto a Ti/TiO2 y 6 veces con respecto a Ti/TiO2 tratado con 0,5xCMI. Estos valores nos 
indicaron que no hubo efecto sinérgico entre ambos tratamientos. El empleo de una 
concentración de 0,5xCMI de levofloxacina tuvo como propósito intentar evaluar la menor 
concentración de ATB que en conjunto con el sustrato modificado disminuyera 
significativamente la viabilidad de las células sésiles. Evidentemente la concentración 
0,125 µg/L (0,5xCMI) de levofloxacina no corresponde a una concentración de antibiótico 
que ejerza un efecto microbicida (inhibitorio) marcado sobre bacterias planctónicas; en 
consecuencia es razonable que no pueda potenciar la inhibición de la proliferación de 
bacterias sésiles. 
Los resultados del recuento en placa de las bacterias adheridas viables de P. 
aeruginosa se muestran en la tabla 9.1, Figura 9.4 y 9.5. En primer lugar, sobre el sustrato 
de Ti/TiO2-NPsAg se encontró una disminución significativa (p < 0,05) de la viabilidad de 
las bacterias adheridas con respecto al Ti/TiO2, tal como se había demostrado en el 
Capítulo 7, confirmando que la modificación con NPs Ag fue efectiva en disminuir la 
colonización bacteriana. Con respecto a los sustratos de Ti/TiO2-NPsAg y Ti/TiO2 tratados 
con una concentración 0,5xCMI de levofloxacina, no se evidenció una disminución en la 
viabilidad de las bacterias adheridas, sino que se obtuvieron valores similares para ambos 
casos, indicando el tratamiento antibiótico a dicha concentración no fue eficaz en inhibir 
la colonización en ambos sustratos, de lo que se infiere que no se produce un efecto 
sinérgico. 
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Figura 9.4 Gráfico de las bacterias P. aeruginosa adheridas viables sobre sustratos de Ti/TiO2 iniciales, 
Ti/TiO2-NPsAg iniciales, Ti/TiO2y Ti/TiO2-NPsAg tratados con una concentración 0,5xCMI de levofloxacina. El 
análisis estadístico se realizó con ANOVA de un factor (*≤ 0,05). 
 
 
 Con respecto a los biofilms sobre los sustratos de Ti/TiO2-NPsAg y Ti/TiO2 tratados 
con una concentración igual a la CMI de levofloxacina, se observó una disminución 
significativa de la viabilidad con respecto a la cantidad inicial de bacterias sobre el sustrato 
Ti/TiO2 sin tratamiento antibiótico (p < 0,05). Además, luego del agregado del agente 
antimicrobiano, se encontró una leve inhibición de la viabilidad de las bacterias adheridas 
con respecto al sustrato de Ti/TiO2-NPsAg. Sin embargo, cuando se compararon los 
valores correspondientes a Ti/TiO2 y Ti/TiO2-NPsAg tratados con el antibiótico, no se 
observó una diferencia significativa en el número de UFC/mL. Este resultado sugiere que 
el agregado del antibiótico al sustrato modificado no ejerce un efecto sinérgico en su 
acción bactericida. No obstante esto, se observó que el número de UFC viables luego del 
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tratamiento combinado disminuyó a la mitad cuando se lo comparó con el tratamiento 
individual más efectivo (agregado de antibiótico). Asimismo, el tratamiento combinado 
produjo una disminución en el número de UFC de alrededor de 300 veces con respecto al 
valor inicial. Estos resultados indican la existencia de un efecto aditivo en ambos agentes 
usados en combinación. 
 
 
Figura 9.5 Gráfico de las bacterias P. aeruginosa adheridas viables sobre sustratos de Ti/TiO2 iniciales, 
Ti/TiO2-NPsAg iniciales, Ti/TiO2y Ti/TiO2-NPsAg tratado con una concentración CMI de levofloxacina.  
 
 
 Los resultados obtenidos demostraron que la modificación de la superficie de Ti 
con NPs Ag produce el mismo efecto bactericida que el agregado de un antibiótico de 
amplio espectro como la levofloxacina, en una concentración que corresponde a la CMI. 
Por otra parte, la presencia de efecto aditivo en el tratamiento del sustrato de Ti/TiO2-
NPsAg con CMI de levofloxacina podría deberse a que en dicha concentración este 
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antibiótico es lo suficientemente efectivo como para disminuir la proliferación de P. 
aeruginosa [60, 61]. Cabe destacar que la levofloxacina es usada como antibiótico de 
preferencia para el tratamiento contra esta bacteria en neumonías e infecciones 
sistemáticas [62],  
El efecto combinado de NPs Ag y otros agentes antimicrobianos ha sido estudiado 
por diversos autores [63-66]. En todos los casos se ha informado el uso de NPs Ag en 
suspensión combinadas con diversos antibióticos o agentes microbicidas para potenciar el 
efecto de las NPs Ag. Uno de los primeros trabajos acerca de la combinación de NPs Ag y 
antibióticos fue realizado por Li et al., quienes encontraron que mediante el uso de una 
concentración 0,5 µg/mL (CMI) de amoxicilina junto con 40 µg/mL de NPs se inhibía la 
proliferación de E. coli [65]. Ruden et al., por otra parte, estudiaron NPs Ag combinadas 
con péptidos como polimicina B y gramidicina, agentes que permeabilizan la membrana 
plásmatica, encontrando que estas sustancias potenciaban el efecto de las NPs Ag sobre E. 
coli y P. fluorescens [67]. Dhas et al. informaron que ciertas NPs Ag obtenidas mediante 
síntesis verde en suspensión y combinadas con antibióticos como gentamicina y 
cloranfenicol, producían efecto sinérgico contra Bacillus cereus y S. aureus [68]. Este 
resultado sigue la tendencia encontrada en el presente trabajo, aunque en este caso las 
NPs Ag se encuentran inmovilizadas sobre la superficie de interés. Resultados similares 
fueron reportados por Dar et al., quienes combinaron diversos antibióticos con NPs Ag 
sintetizadas por química verde [69]. A diferencia de los trabajos anteriores, el efecto 
sinérgico del presente Trabajo fue resultado de la combinación de NPs Ag inmovilizadas 
sobre una superficie y un antibiótico de amplio espectro. Cabe destacar que los resultados 
obtenidos no pueden ser comparados directamente con los datos bibliográficos, dada la 
amplia variedad de NPs Ag y los diferentes agentes antimicrobianos utilizados en dichos 
estudios. Asimismo, como se mencionó anteriormente, las NPs Ag utilizadas en el 
presente trabajo estuvieron adsorbidas sobre una superficie por lo que el contacto con las 
bacterias es diferente al que se encuentra en el caso de suspensiones de NPs Ag. 
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9.4 Conclusiones 
 
 En el presente Capítulo se describieron los ensayos realizados que involucran el 
tratamiento combinado de una superficie de Ti/TiO2-NPsAg y un antibiótico sobre los 
biofilms de P. aeruginosa y S. aureus, con el objetivo de determinar la posible existencia 
de una disminución de la viabilidad de las bacterias sésiles gracias al agregado de un 
antibiótico. En primer lugar los resultados mostraron que la modificación de la superficie 
de Ti con NPs Ag posee una capacidad microbicida similar al de un antibiótico como la 
levofloxacina sobre bacterias sésiles. 
Por otra parte, en el caso de S. aureus se encontró un efecto sinérgico, 
demostrando que el agregado potenció el efecto de la superficie modificada. En efecto, el 
agregado de una dosis baja del antibiótico, la cual corresponde a la concentración CMI de 
las bacterias planctónicas, disminuyó considerablemente la viabilidad de las bacterias 
adheridas. Es interesante remarcar que es posible alcanzar dicha concentración in vivo 
durante el tratamiento terapéutico. En el caso de P. aeruginosa sólo pudo demostrarse la 
existencia efecto aditivo, es decir que ambos agentes contribuyeron a la disminución de la 
viabilidad de las bacterias, pero el efecto combinado no alcanzó a ser 100 veces el del 
componente más efectivo. Este resultado fue previamente informado para el caso de 
bacterias Gram (-) tratadas con antibióticos y NPs Ag en suspensión. [64, 70].  
 La estrategia planteada (modificación superficial + antibiótico) fue exitosa, ya que 
permitió prevenir la formación de biofilms en estadíos tempranos utilizando 
concentraciones bajas de antibióticos y, por consiguiente, disminuyendo la exposición del 
paciente a estos agentes antimicrobianos. Los resultados ponen en evidencia que se 
puede potenciar la acción bactericida de los sustratos de Ti/TiO2-NPsAg si se suma el 
tratamiento con un antibiótico de amplio espectro. De esta forma se podría plantear una 
terapia efectiva contra focos infecciosos que se podría aplicar sobre implantes dentales u 
ortopédicos de Ti sin la necesidad de grandes costos y evitando inconvenientes al 
paciente.   
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Capítulo 10 
 
Conclusiones generales  
 
 En este trabajo de Tesis se partió de la hipótesis de que las NPs Ag tienen 
capacidad bactericida, tanto en dispersión como inmovilizadas sobre superficies de interés 
en materiales implantables. Para corroborar esta hipótesis, se optimizó el método de 
síntesis de NPs Ag recubiertas con citrato de manera de obtener NPs monodispersas y 
estables en medios acuosos. Asimismo, se estudió la inmovilización de estas NPs Ag sobre 
superficies de Ti/TiO2, encontrándose que las mismas se adsorben espontáneamente 
sobre dichas superficies como resultado de la inmersión del sustrato en la dispersión 
acuosa de NPs. Se analizó el efecto antimicrobiano de estas NPs Ag sobre bacterias Gram 
(-) (P. aeruginosa) y bacterias Gram (+) (S. aureus), tanto en dispersión como inmovilizadas 
sobre los sustratos antes mencionados. Las conclusiones generales obtenidas de este 
trabajo se describen a continuación. 
En primer lugar, el método de síntesis optimizado permitió obtener NPs Ag 
monodispersas de 6 ± 2 nm de diámetro recubiertas con citrato. Se pudo concluir que las 
NPs están formadas fundamentalmente por Ag metálica, ya que no se detectó la presencia 
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de óxidos del metal. Estas NPs Ag resultaron ser estables en medio acuoso por varios 
meses.  
Las NPs Ag se adsorbieron espontáneamente sobre sustratos de titanio (Ti/TiO2), 
sin necesidad de realizar tratamientos previos a la superficie del sustrato. Las mismas se 
inmovilizaron formando agregados nanométricos formadas por NPs individuales que 
crecieron en capas. Estos agregados se adsorbieron fuertemente sobre la superficie del 
sustrato y se distribuyeron homogéneamente sobre la misma. La fuerte adsorción de las 
NPs Ag al sustrato se puede explicar en términos de la fuerte interacción existente entre 
los grupos carboxilato y las superficies oxidadas [1-3]. En lo que respecta a la formación de 
islas 3D de NPs, éstas deben estar necesariamente estabilizadas por interacciones 
nanopartícula-nanopartícula. La naturaleza de las mismas se puede atribuir tanto a 
interacciones del tipo van der Waals como a interacciones por puentes de hidrógeno 
entre las moléculas de citrato que recubren las NPs Ag, tal como ha sido propuesto para 
nanopartículas de oro [4].  
 Por otra parte, se pudo comprobar la capacidad microbicida de las NPs Ag sobre 
bacterias Gram (-) y bacterias Gram (+) (P. aeruginosa y S. aureus, respectivamente), tanto 
en dispersión acuosa como inmovilizadas sobre los sustratos de Ti/TiO2. Con respecto a las 
NPs Ag en dispersión, se determinaron los valores de CMB para ambas cepas, resultando 
éstas inferiores a otras informadas en la literatura para NPs Ag de diámetros y 
recubrimientos distintos a los empleados en el presente trabajo (ver Capítulo 5). Estos 
resultados permiten concluir que las NPs Ag preparadas poseen una alta capacidad 
bactericida, ya que se produce una mortandad del 99,9 % con sólo pequeñas dosis de las 
mismas. Por otro lado, la CMB obtenida para P. aeruginosa fue menor que la 
correspondiente a S. aureus, indicando una mayor susceptibilidad de las bacterias Gram (-) 
ante la presencia de NPs Ag. Este hecho puede ser explicado en términos de diferencias de 
la estructura de la pared celular: las bacterias Gram (-) serían más susceptibles a las NPs 
debido a que poseen una pared celular menos rígida y que contiene una proporción 
menor de peptidoglicanos que las bacterias Gram (+). Por otro lado, el mecanismo de 
acción de las NPs Ag no está completamente establecido, habiéndose propuesto que 
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tanto los iones Ag (I) liberados al medio como las nanopartículas mismas son responsables 
de su efecto bactericida. En cualquier caso, la pared celular juega un rol importante en la 
interacción Ag (I)/célula o NP Ag/célula.   
Los estudios realizados con células osteobláticas permitieron concluir que la 
concentración mínima de Ag total presente en las NPs Ag necesaria para erradicar ambas 
bacterias ensayadas no genera efectos citotóxicos en dichas células. La diferencia en 
magnitud entre las concentraciones que muestran efecto bactericida para S. aureus y para 
P. aeruginosa (menor que 4 µM) y la que resulta citotóxica para las células osteoblásticas 
(mayor que 50 µM) permite concluir que habría una ventana de concentraciones en la que 
se pueden usar las NPs Ag como agente antibacteriano sin producir efectos adversos en 
las células cercanas a, por ejemplo, la superficie de un implante modificado con NPs Ag.  
En cuanto a los sustratos de Ti/TiO2 modificados con NPs Ag, éstos demostraron 
ser eficaces para inhibir la formación de biofilms de ambas bacterias (P. aeruginosa y S. 
aureus). El efecto bactericida de las NPs Ag adsorbidas fue similar para bacterias Gram (+) 
y bacterias Gram (-). Esta aparente discrepancia con los resultados obtenidos para el caso 
de bacterias planctónicas, en los que P. aeruginosa era más susceptible que S. aureus, se 
puede explicar por la presencia de EPS exudado por P. aeruginosa durante la formación 
del biofilm. Este material polimérico extracelular actúa como una barrera protectora ante 
la acción bactericida de las NPs Ag adsorbidas. Asimismo, se halló que el efecto bactericida 
producido por las NPs Ag adsorbidas es similar al causado por un sustrato de Ag masivo, 
indicando que muy pequeñas dosis de plata adsorbidas sobre la superficie son suficientes 
para producir este efecto.  
El agregado de levofloxacina (un antibiótico de amplio espectro) en 
concentraciones iguales a la CMI a las superficies de Ti/TiO2 – NPs Ag produjo un efecto 
sinérgico en el caso de S. aureus, mientras que para P. aeruginosa sólo se encontró efecto 
aditivo. El uso de un antibiótico podría constituir una estrategia adicional para potenciar el 
efecto bactericida de las superficies modificadas con NPs Ag.  
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Finalmente, se debe destacar la importancia de los resultados de este trabajo en 
relación a los materiales implantables. El método desarrollado para modificar las 
superficies de titanio, un material biocompatible y con una alta resistencia a la corrosión 
utilizado en implantes, es rápido, sencillo y de bajo costo, pudiendo llevarse a cabo en 
cualquier entorno clínico y sin la necesidad de contar para ello con personal altamente 
capacitado.  
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Apéndice A  
 
Cálculo del cubrimiento de Ag adsorbida sobre la 
superficie de los sustratos de titanio 
 
 
El cubrimiento de los agregados de NPs Ag sobre la superficie de los sustratos de 
Ti/TiO2 se estimó considerando las intensidades de los fotoelectrones emitidos y 
planteando un modelo del cubrimiento de los agregados sobre la superficie del 
sustrato. Se adoptó el modelo que se encuentra esquematizado en la Figura A.1. El 
mismo consiste en considerar una submonocapa de un metal (la Ag, en este caso) en 
un sólido semi-infinito (el titanio). 
 
 
Figura A.1. Esquema del modelo empleado para determinar el cubrimiento de los agregados de NPs Ag.  
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 Debe tenerse en cuenta que al generarse un fotoelectrón en el sólido, en este 
caso el Ti, aquél debe atravesar las capas atómicas del material hasta alcanzar la 
superficie. Así, la intensidad I de la señal de fotoelectrones luego de atravesar una 
distancia x de la muestra, está dada por la ley de Lambert Beer [1]: 
 
)
cos
exp(
θλ
xII O
−
=                                                                  (ec. A.1) 
 
donde I0 es la intensidad de la señal sin atenuar, θ es el ángulo de emisión, el cual está 
medido entre la dirección del electrón al salir del sólido y la normal a la superficie y λ 
es el camino libre medio inelástico de los electrones. 
Por otra parte, si se considera al Ti como un sólido semi-infinito y se lo divide 
en capas de espesor d, se tendrá una intensidad generada por este sólido I∞, que 
estará dada por suma de la intensidades de capa de espesor d. Para el caso del Ti y Ag 
se llega a la siguiente ecuación: 
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El cociente entre las intensidades del Ti y la Ag es:  
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Teniendo en cuenta, la sección transversal de fotoionización (σ) del elemento medido: 
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 donde d es independiente del espesor de la capa de óxido sobre el Ti  
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Despreciando la contribución de los términos exponenciales, se llega a: 
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donde TiTiλ  es la longitud de atenuación del electrón emitido desde Ti y atenuado por el 
mismo material. De la misma forma, AgTiλ  es la longitud de atenuación del electrón 
emitido desde el titanio y atenuado por una sobrecapa de Ag.  
Para estimar las longitudes de atenuación éstas pueden evaluarse empleando el 
cálculo de sobrecapas según Cumpson y Seah[2], el cual considera una estimación de 
la longitud de atenuación efectiva del electrón (EAL), tal como sigue: 
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donde kE  es la energía cinética de los fotoelectrones emitidos y Z y a son el número 
atómico y el parámetro de red promedio de la especie que conforma la capa de 
atenuación, respectivamente. Para calcular a, expresado en nm, se suele usar: 
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3/18 )(10
AvN
Aa
δ
=                                                 (ec. A.9) 
 
donde A es la masa atómica en g, δ  la densidad en Kg m-3 y Nav el número de 
Avogadro en mol -1. 
El modelo planteado desprecia la contribución de la capa orgánica que rodea a la 
nanopartícula de Ag. Además, estrictamente, sobre la superficie de titanio se 
encuentra depositado su óxido nativo (TiOx). Esto último involucra considerar dos 
hipótesis más. La primera es considerar en el cálculo sólo los electrones provenientes 
de esa capa de óxido (por lo que en la simbología utilizada todos los índices que 
incluyan Ti deberían ser estrictamente TiOx). Se puede apreciar el alcance de la 
primera hipótesis al calcular el espesor necesario para que los electrones provenientes 
del seno del material no logren atravesar dicha capa, el cual es menor al espesor 
reportado en la literatura para el óxido nativo del Ti. La segunda hipótesis consiste en 
considerar una estimación para el valor de la densidad de esta capa, lo cual es 
necesario ya que la bibliografía no aporta un dato fehaciente de dicha densidad. En el 
presente caso se promediaron valores para las densidades de los óxidos de Ti 
conocidos (rutilo, anatasa y brokita), obteniéndose un valor de 4000 Kg m-3. 
 A partir de las consideraciones realizadas y considerando un valor de cociente 
entre las intensidades de Ag/TiOx de 0,12 (ver Capítulo 6) se obtuvo un cubrimiento de 
agregados de NPs sobre la superficie de TiOx igual a 0,09.  
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Apéndice B  
 
Cálculo de la cantidad de Ag total adsorbida y 
expuesta al medio en los sustratos de titanio 
 
 
Para poder estudiar y comparar los valores obtenidos de la cantidad de Ag(I) 
liberada desde los sustratos (Cap 6, sección 6.5.1.2), se realizó la estimación de la cantidad 
de Ag total adsorbida y expuesta al medio en la superficie de los sustratos de Ti/TiO2 y Ag 
masiva (Cap 6, sección 6.2). En este apéndice se explican en forma detallada los cálculos 
realizados.  
 
 
B.1 Cantidad de Ag total adsorbida sobre la superficie de los sustratos de Ti/TiO2 
 Los cálculos se realizaron teniendo en cuenta los datos obtenidos mediante XPS y 
AFM (ver Capítulo 6). Mediante AFM se pudo establecer que agregados de NPs Ag 
adsorbidos sobre la superficie tienen un diámetro promedio de 200 nm y una altura de 80 
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nm. En primer lugar, se calculó el volumen de cada uno de los agregados de NPs Ag, 
considerando que éstos tienen una forma cilíndrica con r= 100 nm y h = 80 nm: 
 
𝑉 = 𝜋 𝑟2ℎ                                                             (ec. B.1) 
 
Con este cálculo se obtiene un volumen de 2,52 x 106 nm3 (2,51 x 10-15 cm3). Teniendo en 
cuenta que la densidad de la Ag es 10,5 g/cm3 se determinó que la masa de cada agregado 
es 2,64 x 10-14 g. Por otra parte, se determinó el área proyectada de cada agregado de NPs 
sobre la superficie de Ti, suponiendo, como antes, que tiene una forma cilíndrica con un 
diámetro de 200 nm y, por lo tanto, dicha área proyectada es la correspondiente a la base 
del cilindro. El área así calculada es 3,14 x 10-10 cm2.  
Por otro lado, mediante XPS y AFM se pudo determinar que el cubrimiento de los 
agregados de NPs sobre la superficie de Ti/TiO2 es 0,09, es decir 0,09 cm2 cubiertos/cm2 
de sustrato. De esta manera el número de agregados sobre la superficie del Ti/TiO2 se 
obtiene con la siguiente ecuación: 
 
𝑛° 𝑑𝑒 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜𝑠 = 𝑐𝑢𝑏𝑟𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑜𝑠 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜𝑠 𝑑𝑒 𝑁𝑃𝑠
á𝑟𝑒𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑦𝑒𝑐𝑡𝑎𝑑𝑎 𝑝𝑜𝑟 𝑐𝑎𝑑𝑎 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜 𝑑𝑒 𝑁𝑃𝑠             (ec. B.2) 
 
Así, la densidad de agregados resulta ser 2,86 x 108 cm-2. La masa total de Ag por cm2 se 
calcula según:   
 
𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝐴𝑔 = 𝑛° 𝑑𝑒 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜𝑠 𝑥 𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑢𝑛 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜           (ec. B.3) 
 
obteniéndose un valor estimado igual a 7,5 x 10-6 g/cm2 para la masa total de Ag 
adsorbida sobre la superficie de Ti/TiO2, ó 7,8 x 10-8 moles/cm2. 
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B.2 Cantidad de Ag expuesta al medio sobre la superficie de los sustratos de Ti/TiO2 
A continuación se calculó la cantidad de Ag superficial expuesta al medio. Para ello 
se supuso que la superficie de los agregados que se encuentra expuesta al medio es la 
correspondiente a un cilindro unido al sustrato por la base:     
 
𝐴𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜 =  𝜋 𝑟2 + 2 𝜋 𝑟 ℎ .                                                (ec. B.4) 
 
El valor obtenido para el área expuesta de cada agregado fue de 8,17 x 10-10 cm2. El 
área expuesta total se calculó multiplicando este valor por el número de agregados: 
 
𝐴 𝑒𝑥𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 =  𝐴𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜 𝑥 𝑛° 𝑑𝑒 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜𝑠              (ec. B.5) 
 
obteniéndose un valor de 0,234 cm2. Para determinar la cantidad de Ag total expuesta, se 
consideró que en 1 cm2 de Ag policristalina hay   ̴1 x 1015 átomos [1]. A partir de este dato, 
el número de átomos superficiales se calculó como 
 
𝑐𝑎𝑛𝑡 𝑑𝑒 𝑎𝑡𝑠.  𝐴𝑔 𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑓𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙𝑒𝑠 =  𝐴𝑒𝑥𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎 𝑥 𝑐𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑎𝑡𝑠 𝐴𝑔 𝑒𝑛 𝑝𝑜𝑙𝑖𝑐𝑟𝑖𝑠𝑡𝑎𝑙𝑖𝑛𝑎
1 𝑐𝑚2      (ec. B.6) 
 
La cantidad de átomos de Ag superficiales en un sustrato de Ti/TiO2 modificado con NPs 
Ag obtenido mediante el cálculo anterior es 2,34 x 1014 átomos/cm2, un valor similar al 
correspondiente a una superficie de Ag masiva (1 x 1015 átomos/cm2). 
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Apéndice C 
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